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Malat Dehydrogenase als Target fiir Herbizide 
Beschreibung 

5 

■Die vorliegende Erfindung betrif f t die Verwendung von Malat Dehy- 
drogenase, welches bei Nichtanwesenheit Wachs turns re tar dierungen 
sowie chlorotische Blatter bedingt iind durch die Nulcleinsaur.ese- 
quenz SEQ ID NO: 2 oder ein funktionelles Equivalent dieser Nu- 
10 Ideinsaureseciuenz kodiert wird, als Target ftlr Herbizide. In die- 
sem Rahmen werden neue NukleinScLuresecjuenzen umfassend die SEQ ID 
NO: 2 sowie funktionelle Acjuivalente der SEQ ID NO: 2 bereitge- 
stellt, Des weiteren betrif ft die vorliegende Erfindung die Ver- 
wendung der vorstehend genannten Malat Dehydrogenase sowie deren 

•15 fiinktioneller Jlquivalente in einon Verfahren zur Identifizienmg 
I von Verbindungen mit herbizider ' oder wachstumsregulatorischer 
Wirkung sowie die Verwendung dieser iiber das Verfahren identifi-. 
zierten Verbindungen als Herbizide oder Wachstumsregulatoren. 

20 Das garundlegende Prinzip, Herbizide liber Inhibierring eines defi- 
nierten Targets zu identif izieren ist bekannt (z.Bsp. US 
.5,187,071, WO 98/33925, WO 00/77185). Generell besteht ein groiSer 
Bedarf , Enzyme zu detektiereii, welche neue Targets fiir Herbizide 
darstellen kdnnten. Grtinde hierftir sind auf tretende Resistenzpro- 

25 blematiken von an bereits bekannten Targets wirkenden herbiziden 
Wirkstoffen und das st&adige Bemtihen neue herbizide Wirkstoffe zu 
identif izieren, die sich durch einen moglichst breiten Wirkungs- 
bereich, akologische und toxikologische VertrSglichkeit und/oder 
geringe Aufwandiaengen auszeichnen. 

•30 
I Die Detektion von neuen Targets ist in der Praxis mit groSen 
Schwierigkeiten verbunden, da die HCTmung' eines Enzyms, das Be- 
standteil eines Stof fwechselweges ist, haufig das Wachstum der 
Pflanze nicht weiter beeinflusst. Dies kann daran liegen, dass 
35 die Pfanze auf alternative Stof fwechselwege ausweicht, deren Exi- 
stenz nicht bekannt ist, oder dass das inhibierte Enzym nicht li- 
mitierend ftir den Stof fwechselweg ist. Femer zeichnen sich 
pflanzliche Genome durch eine groSe funktionelle Redimdanz aus, 
Im Genom von Arabidopsis thaliana liegen funktional Squivalente 
40 Enzyme im Vergleich zu Insekten oder Saugem haufiger in Genf ami- 
lien vor (Nature, 2000, 408 (6814) : 796-815) . Diese -Annahme wird 
experimentell bestatigt dxirch die Tatsache, dass grosse Gen- 
Knock-out-Prograinme durch T-DNA- oder Transposoninsertion in Ara- 
bidopsis bisher weniger ausgepragte Phanotypen lieferten als er- 
.-/4S wartet (Curr. Op. Plant Biol. 4, 2001, pp. 111-117 ) . 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, neue 
Targets zu identif izieren, die ftir das Wachstum von Pflanzen es- 
sentiell sind bzw. deren Inhibierung fur die Pflanze zu einem 
verminderten Wachstiim fiihren, sowie Verfahren bereitzustellen, 
5 welche ZTir Identif izierung von Verbindungen mit berbizider uhd/ 
Oder wachst\unsregulatorischer Wirkung geeignet sind. 

Die Aufgabe- wurde gelost durch die Verwendung von Malat Dehydro- 
genase in einem Verfahren z\ir Identif izierung von Herbiziden. 

10 

An dieser Stelle werden nun weitere der in der Beschreibung ver- 
wendeten Begriffe definiert. 

"^Af f initats-Tag*' : Bezeichnet ein Peptid oder Polypeptid, dessen 
^^^5 kodierende Nukleinsa.uresequenz mit der erf indungsgemaiSen Nuklein- 
^^^B sSuresequenz direkt oder mittels eines Linkers iiber gangige Klo- 
^^^^ nierungstechniken fusioniert werden kann. Das Affini tats -Tag. 

dient zur Isolierung, Anreicherung und/oder gezielten Aufreini- 
gung des rekombinanten Zielproteins mittels Af f inita.ts-caaromato- 
20 graphie aus Gesatntzellextrakten. Der oben erwahnte Lixiker kann 
vorteilhaft eine Protease-Schnittstelle (z.B. fiir Thrombin oder 
Faktor Xa) enthalten, wodurch das Af f initats-Tag bei Bedarf vom 
Zielprotein abgespalten werden kann. Beispiele ftir gSngige Affi- 
nitats-Tags sind das "His-Tag" z*B. von Quiagen, Hilden, "Strep- 
25 Tag", das ""Myc-Tag" (Invitrogen, Carlsberg) , das aus einer Chitin 
bindenden Domane und einem Intein bestehende Tag von New England 
Biolabs, das Maltose-bindende Protein (pMal) von New England Bio- 
labs \md das sogenannte CBD-Tag von Novagen. Der Aff initats-Tag 
kann dabei am 5'- oder 3'-Ende der kodierenden NukleinsSurese- 
^^30 quenz mit der fiir das Zielprotein kodierenden Sequenz angebracht 
^^^^ sein. 

^Biologische Aktivitat einer glyoxysqmalen Malat Dehydrogenase" : 
Dieser Begrif f beschreibt im Rahmen der vorliegenden Erf indxing, 

35 daS durch die Prasenz der glyoxysomalen Malat Dehydrogenase 

Wachs turns- und UberlebensfShigkeit vermittelt wird. Wird die Ak- 
tivitat eines Proteins mit der biologischen Aktivitat einer glyo- 
xysomalen Malat Dehydrogenase geheinmt/ so fiihrt dies zu einem 
verminderten Wachstum, einem Wachstimsstillstand oder einem Ab- 

40 . sterben der Pflanze. 

"^Enzyma-tische Aktivitat einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase" : 
Der Begriff enzymatische Aktivitat beschreibt die Fahigkeit eines 
Enzyms, ein Substrat in ein Prod\ikt umzuwandeln. Die enzymatische 
• 45 SktivitSLt kann in einem sogenannten Aktivi tats test iiber die Zu- 
nahme des Produktes, die Abnahme des Substrates (oder Eduktes) 
Oder die Abnahme eines spezifischen Cofcdctors oder tiber eine Kom- 
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bination aus mindestens zwei der vorstehend genainnten Parameter 
in Abh&xgigkeit einer definierten Zeitsparme bestimmt werden. 
^Enzytnatische Aktivitat einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase" 
bezeichnet hier die Fahigkeit eines Enzyms, eine von der glyoxy- 
5 somalen Malat Dehydrogenase katalysierte Reaktion ebenfalls zu 
katalysieren . 

'^Expressionskassette'' : Eine Expressionskassette enthait eine er~ 
f iridungsgemaSe Nukleinsauresequenz fimktionell verknupft mit min- 
10 destens einem genetischen Kontr oil element, wie einem Promotor, 
sowie vorteilhaft mit einem weiteren Kontrollelement^ wie einem 
Terminator. Die Nukleinsauresequenz der Expressionskasette kann 
beispielsweise eine genomische oder eine komplementare DNA~Se- 
quenz oder eine RNA-Sequenz sowie halb- oder vollsynthetische 

•5 Analoga davon sein. Diese Sequenzen k5nnen in linearer oder zir- 
kuiarer Form, extra- chromosomal oder integriert in das Genom vor- 
liegen- Die entsprechenden Nukleinsauresequenz en konnen synthe- . 
tisch hergestellt oder naturlich gewonnen werden oder eine Mi- 
schung aus synthetischen \md nattirlichen DNA-Bestandteilen ent- 
20 halten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten ver- 
schiedener Organismen bestehen. 

Auch axtifizielle Nukleinsauresequenzen sind hierbei geeignet, 
solange sie die Expression eines diirch eine erf indungsgemafie Nu- 
25 kleinsa.uesequenz kodierten Polypeptides mit der enzymatischen Ak- 
tivitat einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase, vorzugsweise der 
biologischen Aktivitat einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase 
in einer Zelle oder einem Organismus ermoglichen. Beispielsweise 
kSnnen synthetische Nukleotid-Sequenzen erzeugt werden, die be- 

• 0 ztlglich der Kodon-Nutzung des von den zu trans formierenden Orga- 
nismen optimiert wurden. 

Alle vorstehend erTwrShnten Nukleotid-Seq[uenzen sind in an sich be- 
kannter Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbaustei- 

35 nen wie beispielsweise durch Fragment-Kondensation einzelner 

liber lappender, komplementarer Niikleotidbausteine der Doppelhelix 
herstellbar. Die chemische Synthese von 01igon\akleotiden kann 
beispielsweise in bekannter Weise nach der Phosphoamiditmethode 
(Voet, Voet, 2, Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 

40 ^folgen.. Bei der PrSpeiration einer Expressionskassette k5nnen ver- 
schiedene DNA-Fragmente so manipuliert werden, dass eine Nukleo- 
tid-Sequeiiz mit korrekter Leserichttmg und korrektem Leseraster 
erhalten wird. Die Verbindung der Nxikleinsaure-Fragmente unter- 
einander erfolgt tiber allgemeine Klonierungstechniken wie sie 

45 beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, ^^Mo- 
lecular Cloning: A Laboratoiry Manual", Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor, NY (1989)- sowie in T.J. Silhavy, M.L. 
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Berman und L,W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) Mad in 
Ausubel, F.M. et al., "^Current Protocols in Molecular Biology", 
Greene Pxiblishing Assoc. and Wiley- Interscience (1994) beschrie- 
5 ben sind. 

"^Funktionelle Verkntipfiong'' : Unter einer funktionellen oder opera- 
tiven Verknupfung versteht man die sequenzielle Anordnung regula- 
tiver Sec[uenzen bzw. genetischer Kontrollelemente derart, dafi 
10 jede der regulativen Seguenzen bzw. jedes der genetischer Kon- 
trollelemente ihre Funktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimaanungsgem^ erftlllen kann. 

"^Funktionelle AcEuivalente" beschreiben hier Nukleins^uresequen- 

• zen, die unter Standardbedingungen mit der Nukleinsauresequenz 
SEQ ID NO: 2 Oder Teilen der SEQ ID NO: 2 hybridisieren \md befa- 
higt sind, die E3cpression eines Polypeptides mit der enzymati- 
schen, vorzugsweise biologischen Aktivitat einer glyoxysomalen 
Malat Dehydrogenase in einer Zelle oder einem Organismcus zu be- 
20 wirken. 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaf t kurze Oligonukleotide mit ei- 
ner Lange von etwa 10-50 bp, vorzugsweise 15-40 bp beispielsweise 
der konservierten oder sonstigen Bereiche, die liber Vergleiche 
25 mit anderen verwandten Genen in dem Fachmann bekannter Weise er- 
mittelt werden konnen, verwendet. Es konnen aber auch langere 
Fragmente der erf indungsgemaSen Nukleinsa\iren mit einer Lange von 
100-500 bp Oder die vollst&idigen Sequenzen fur die Hybridisie- 
nmg verwendet werden. Je nach der verwendeten NukleinsSure/Oli- 

• gonukleotid, der Lange des Fragmentes oder der vollstandige Se- 
quenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart , d.h. DNA oder RNA, 
ftir die Hybridisierung verwendet werden, variieren diese Stan- 
dardbedingungen. So liegen beispielsweise die Schmelzteraperaturen 
far DNA:DNA-Hybride ca lO^'C niedriger als die von DNA:RNA-Hybriden 
35 gleicher L^ge. 

Unter Standardhybridisierungsbbedincfungen sind beispielsweise je 
nach NukleinseLirte Tempera tur en zwischen 42 und 5 8^0 in einer waS- 
rigen Pufferl5sung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x 
40.SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM Natri\amcitrat, pH 7,2) oder zu- 
satzlich in Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42°C in 
5 X SSC-, 50% Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen die 
Hybridisierungsbedingimgen fiir DNA : DNA-Hybr ide bei 0,1 x SSC und 
Tempera turen zwischen etwa 20oC bis .65oc, bevorzugt zwischen etwa 
• 45 30OC bis 45^C. Ftir DNAiRNA-Hybride liegen die Hybridisierungs- 
bedingungen vorteilhaf t bei 0,1 x SSC und Temper a tvir en zwischen 
etwa 30OC bis 65^0, bevorzugt zwischen etwa A5^C bis 55^C. Diese 
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angegebenen Texnperatxiren f€Lr die Hybridisierung sind beispielliaf t 
kalkulierte Schmelztentperatuirwrerte ftir eine Ntikleinsaure mit ein- 
er Lange von ca. ICQ Niildeotiden und einem G + C-Gehalt von 50% 
in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen fiir 
5 die DNA-Hybridisierung sind in einsclilagigen Lehrbtichern der . 
Genetik/ wie beispielsweise Sambrook et al., '^Molecular Cloning'', 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben .iind lasseii sich 
nach dem Fachmann bekcuonten * Formeln beispielsweise abhSngig von 
der Lange der Niikleinsauren, der Art der Hybride oder dem G + C- 
10 Gehalt berechnen. Weitere Inf ormationen zur Hybridi si erring kann 
der Fachmann folgenden Lehrbtlcbeam entnehmen: Ausubel et al. 
(eds) , 1985, "^Current Protocols in Molecular Biology'', John Wiley 
& Sons, New York; Hames and Higgins (eds) , 1985, ^^Nucleic Acids 
^ Hybridization: A Practical Approach", IRL Press at Oxford Uni- 

^^^^5 versity Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Essential Molecular Bio - 
logy: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press,* 
Oxford- 

Unter einem funktionellen Equivalent der SEQ ID NO: 2 versteht man 
20 weiterhin auch NukleinsMuresequenzen die mit der SEQ ID NO: 2 bis - 
zu einem definierten Prozentsatz homolog bzw. identisch sind \md 
femer insbesondere audi nattirliche oder kOnstliche Mutationen 
der vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen, die fiir ein Poly- 
peptid mit der enzymatischen, vorzugsweise biologischen Aktivitat 
25 einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase kodieren. 

Es werden beispielsweise auch solche Nukleotidsecjuenzen durch die 
vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch Mpdifikation 
der vorstehend genannten Nukleins^uresequenzen erhalt-. Beispiel- 

•30 haft kSnnen solche Modif ikationen durch dem Fachmann geiaufige 
' Techniken, wie "Site Directed Mutagenesis^, ''Error Prone PGR'', 
"DNA-shuffling" (Nature 37.0, 1994, pp. 389-391) oder ''Staggered 
Extension Process" (Nature Biotechnol. 16, 1998, pp. 258-261) er- 
zeugt werden. Ziel einer solchen Modif ikation kann z.B. die Ein- 
35 ftigung weiterer Restriktionsenzymschnittstellen, die Entfemxing 
von DNA zur Verkiirzung der Sequenz, der Austausch von N\ikleotiden 
zur Codon-Optimierung oder das Hinzufiigen weiterer Sequenzen 
sein. Proteine, die* tiber modif izierte Nukleinsauresequenzen ko- 
diert werden, mlissen trotz abweichender NukleinsMuresequenz nocb 
40 .die gewtlnschten Fxmktionen besitzen, 

Der Begrif f des fimktionellen Equivalents kann sich auch auf das 
durch. die entsprechende NxikleinsSuresequenz kodierte Aminosaure- 
sequenz beziehen. In diesem Fall beschreibt der Begriff funktio- 
^ 45 nelles Equivalent ein Protein, dessen Amino sSxiresequenz mit der 
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SEQ ID NO: 3 bis zu einem definierten Prozentsatz * identisch bzw. 
homolog ist. 

Funktionelle Aquivalente umfassen somit nattlrlich vorkommende Va- 
5 rianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kiinstliche/ z.B. 
durch cbemische Synthese erhaltene, an den Kodon-Gebrauch adap- * 
tierte NxikleinsSiiresequenzen bzw. di^ davon abgeleiteten Amino- 
sd.uresequenzen . 

10 ""Genetische Kontrollsequenz'' beschreibt Sequenzen, die einen Ein- 
f luss auf die Transkription und gegebenenf alls Translation der 
erf indtmgsgeanaiSen Nxikleins^uren in prokaryotischen oder eukaxYon- 
tischen Organismen haben. Beispiele hierfiir sind Promotoren, Ter- 
minator en Oder sogenannte enhancer" Sequenzen. Zusatzlich zu 

• diesen Kontroll sequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die 
naturliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlicben 
Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenf alls genetisch so 
modifiziert worden sein^ dass die naturliche Regulation ausge- 
schaltet und die Expression des Zielgens modifiziert, also erh5ht 
20 Oder emiedrigt wurde. Die Auswahl der Kontrollsequenz erfolgt 
abhSngig vom Wirtsorganismus oder Ausgangsorganismus . Genetische 
Kontroll sequenzen umfassen ferner auch die 5 ' -untranslatierte Re- 
gion, Introns oder die nichtkodierende 3 '-Region von Genen, Als 
Kontroll sequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die eine 
25 homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines Wirtsor- 
ganismus ermoglichen oder die Entfem\ing aus dem Genom erlauben. 
Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
Promotorelemente oder Minimalpromotoren, sowie die Chromatin- 
struktur beeinf lussende Secpienzen (z.B. Matrix attachment regions 

• (MAR's)) die die express ions steuemden Eigenschaf ten modifizieren 
kdnnen. So kann durch genetische Kontrollsequenzen z\m Beispiel 
die gewebespezif ische Expression zusatzlich abhangig von bestimm- 
ten Stress faktoren erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Bei- 
spiel flLr Wasserstress, Abscisins^ure (Lam E und Chua Mi, J Biol 
35 Chem 1991; 266(26): 17131 -17135), K^lte- und Trockenstress 

(Plant Cell 1994, (6): 251-264) und Hitzestress (Molecular & Ge- 
neral Genetics, 1989, 217(2-3): 246-53) beschrieben. 

^^Homologie" zwischen zwei N\ikle ins Mure sequenzen oder Polypeptide 
40 .sequenzen wird durch die Identitat der Nukleinsauresequenz/Poly- 
peptidsequenz tiber die jeweils gesamte Sequenzlange definiert, 
die dursh Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus BESTFIT 
(Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin, Gene- 
tics Computer Group (GCG) , Madison, USA unter Einstellung f olgen- 
45 der Parameter fOr Polypeptide 
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Gap Weight: 8 - Length Weight: 2 

Average Match: 2,912 Average Mismatch: -2/ 003 

und f olgender Parameter ftlr Nukleinsauren 

Gap Weight: 50 Length Weight: 3 

Average Match: 10.000 Average Mismatch: -9.000 

berechnet wird. 

Anstelle des Begriff ""homolog* oder "^Homologie" wird im Folgenden 
auch gleichbedeutend der Begriff Identitat verwendet. 

"^Mutationen" von Nnklein- oder Aminos auresequenz en umfassen Siib- 
stitutionen (=Ersetzungen) , Additionen (Hinzufiigung) , Deletionen 
(Loschiing) , Inversion (Veranderungen) oder Insertionen (Einfiigun- 
gen) eines oder mehrerer Nukleotidreste, wodurch sich auch* die 
entsprechende Aminos&uresequenz des Zielproteins mittels Substi-'" 
tution. Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Aminosauren 
verandem kann, wobei jedoch insgesamt die fimktionellen Eigen- 
schaften des Zielproteins im wesentlichen beibehalten werden. 

'^Nattirliche genetische Umgebung'' meint den natttrlichen chromoso- • 
malen Locus in dem Herkunf tsorganismus . Im Fall einer genomischen 
Bibliothek ist die nattirliche genetische Umgebung der Nukleinsau- 
resequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhalten. Die Umge- 
bung flankiert die Nukleins^uresequenz zumindest an 5'- oder 
3'-Seite und hat eine SequenzlMnge von mindestens 50 bp, bevor- 
zugt mindestens 100 bp, besonders bevorzugt mindestens 500 bp, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 1000 bp, am meisten bevorzugt 
loindestens 5000 bp. 

'^Pflanzen^* im Sinne der Erfindung sind Pf lanzenzellen, -gewebe, 
-orgauae oder ganzen Pflanzen wie Samen, Knollen, Bliiten, Pollen, 
Firtlchte, SSmlinge, Wurzeln, Blatter, Stengel oder sonstige Pflan- 
zenteile zu verstehen. AvdSerdem ist \anter Pflanzen Veraehrxmgsma- 
terial wie Samen, Friichte, S&nlinge, Stecklinge, Knollen, 
Schnitte oder WurzelstScke zu verstehen. 

• "Reaktionszeif bezeichnet die Zeit, die man ftlr die Dxirchftihrung 
eines Testes zur Ermittlung der enzymatischen Aktivitat bis z\m 
Erhalt einer signif ikanten Aussage Ober eine enzymatische Aktivi- 
tat benStigt \ind hangt sowohl von der spezifischen Aktivitat des 
- im Test eingesetzten Proteins als auch von der veirwendeten Me- 
thode und der Enpf indlichkeit der verwendeten Gerate ab. Dem 
Fachmann ist die Ermittlung der Reaktionszeiten bekannt. Bei auf 
photometrischen Methoden basierenden Verfahren zur Identifizie- 
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rung von Verbindungen mit herbizider Wirkung liegen die Reakti- 
onszeiten beispiislsweise Im allgemeinen zwischen > 0 bis 120 Mi- 
nuten. 

5 "^Rekombinante DNA'' beschreibt eine Kombination von DNA-Sequenzen 
herstellbar durch rekoznbinante DNA-Technologie . 

^^Rekombinate DNA-Technologie'' : allgemein bekannte Techiiiken ziir 
Fusionierung von DNA-Sequenzen (.z.B. beschrieben in Sambrook et 
10 al., 1989, Cold Spring Habour, NY, Cold Spring Habour Laboratory 
Press) . 



20 



25 




35 



''ReplikationsursparCinge^ gewahrleisten die Vermehrung der erfin- 
dungsgemafien Expressionskassetten oder Vektoren in Mikroorganis- 
men und Hefen z.B. der pBR322 ori bder der PI 5 A ori in E. coli 
(Sambrook et al.: **Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2nd 
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, * 
1989} und der ARSl ori in Hefe (Nucleic Acids Research, 2000, 
28(10) : 2060-2068) - 

''Reportergene" kodieren ffir leicht quantif izierbare Proteine. 
"Ober Wachstioms-, Fluoreszenz-, Chemo-, Biolumineszenz- oder Re- 
sistenzassay oder liber eine photometrische Messung (Eigenfarbe) 
Oder Enzymaktivitat kann mittels dieser Gene eine Bewertung der 
Transfonnations^ff izienz oder des Expressionsortes oder -zeit- 
punktes vorgenommen werden. Ganz besonders bevorzugt sind deJsei 
Reporter-Proteine (Schenbom E, Groskreutz D. Mol Biotechnol. 
1999; 13(1): 29-44) wie das "green fluorescence protein'^ (GFP) 
(Gerdes HH and Kaether C, FEBS Lett, 1996; 389 (1) : 44-47; Chui WL 
et al,, Curr Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al., Biotechni- 
ques. 23(5):912-8, 1997), die Chloramphenicolacetyl transferase, 
eine Luzif erase (Giacomin, Plant Sci 1996, 116:59-72; Scikantha, 
J Bact 1996, 178:121; Millar et al.. Plant Mol Biol Rep 1992 
10:324-414), sowie Luzif eras egene, im allgemeinen die P-Galactosi- 
dase Oder die P-Glucvironidase (Jefferson et al., EMBO J. 1987, 6, 
3901-3907) Oder das Ura3-Gen. 



''Selektionsmarker" verleihen eine Resistenz gegen Antibiotika, 
Oder andere toxische Verbindungen: Beispielhaft zu nennen seien 
hier das Neomycin-Phosphotransf erase-Gen, das eine Resistenz ge- 
gen die Aminoglycosid-Antibiotika Neomycin (G 418) , Kanamycin, 
Paromycin (Deshayes. A et al., EMBO J. 4 (1985) 2731-2737), das 
sul Gen kodierend ftlr eine mutierte Dihydropteroat Synthase (Gue- 
rineau F et al.. Plant Mol Biol. 1990; 15 (1) :127-136) , das Hygro- 
^ mycin B Phosphotransf erase-Gen (Gen Bank Accession NO: K 01193) 
und das shble Resistenzgen, das* eine Resistenz gegen die Bleomy- 
cin Antibiotika wie zB. Zeocin verleiht. Weitere Beispiele fur 
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Selektionsmarker-Gene sind Gene, die eine Resistenz gegen 2-Deso- 
xyglucose-6-phosphat (WO 98/45456) oder Phosphinotricin etc. ver- 
leihen oder solche, die eine Antimetaboliten-Resistenz verleihen, 
zum Beispiel das dhfr-Gen (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 
5 13 (1994) 142-149) . Geeignet sind femer Gene wie trpB oder hisD 
(Hartman SC and Mulligan RC, Proc Natl Acad Sci USA. 85 (1988) 
8047-8051) . Geeignet ist auch das Gen der Mannose-Phosphat Iso- 
merase (WO 94/20627) das ODC (Omithin-Decarboxylase) Gen 
(McConlogue, 1987 in: Current Connminications in Molecular Bio- 
10 logy. Cold Spring Harbor Laboratory, Hrsg.) oder die Deaminase 
aus Aspergillus terreus (Tamura K etal., Biosci Biotechnol Bio- 
chem. 59 (1995) 2336-2338); 

• ^^Trans format ion" beschreibt einen Prozess zur Einfiihriing hetero- 
15 loger DNA in eine pro- oder eukaryontische Zelle. Mit einer 
trans formier ten Zelle ist nicht nur das Produkt das Transformati- 
onsprozesses an sich beschrieben, sondern audi alle transgenen 
Nachkomcnen des durch. die Transformation hergestellten transgenen- 
Organismus 
20 . 

^^Target /Target Protein": ein Polypeptid codiert tiber die erfin- 
dungsgemaSe Nukleinsauresequenz, welches ein Enzym im klassischen 
Sinne sein kann oder z.B. ein Struktuyprotein, ein ftir Entwick- 
lungsprozesse relevantes Protein, Regulationsproteine wie Trans- 
25 kriptionsf aktoren, Kinasen, Phosphatasen, Rezeptoren, Unterein- 
heiten von KanSlen, Transportproteine, regulator ische Unterein- 
heiten die einem Enzymkomplex eine substrat- oder AktivitStsregu- 
lation verleihen. Allen Targets oder Wirkorten gemein ist dabei, 
_ dass deren funktionale Anwesenheit essentiell fiir das tJberleben 

^^^^30 Oder die norznale Entwickl\ing und das Wachstum sind. 

Trams gen " : Bezogen auf eine Nukleinsauresequenz, eine Expres- 
sionskassette oder einen Vektor enthaltend eine erf ind\ingsgemcL£e 
Nukleins3.uresequenz oder einen Organismus trsuisfonaiert mit der 
35 vorstehend genannten NvikleinsSureseguenz, Express ionskassette 
Oder Vektor beschreibt der Ausdoruck transgen alle solche durch 
gentechnische Methoden hergestellten Konstruktionen, in denen 
sich entweder die Nukleinsaiiresequenz des Zielproteins oder eine 
mit der NukleinsSuresequenz des Zielproteins funktionell ver- 
40.kniipfte gei\etische Kontrollsequenz oder eine Kombination der 
vorstehend genannten Moglichkeiten sich nicht in ihrer nattirli- 
Chen genetischen-Umgebung befinden oder durch gentechnische Me- 
thoden modifiziert wiirden. Die Modifikation kann hier beispiels- 
u _ weise tiber Mutation eines oder mehrerer' Nukleotidreste der ent- 
- 45 sprechenden Nuklein5d.uresequenz erreicht werden. 
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Malat Dehydrogenase katalysiert die reversible, Pyridinnukleotid- 
abh&agige Umsetzimg von Oxalacetat und Malat. Aufgmnd der Umset- 
zung dieser bedeutenden Metabolite des Primers toff wechsels hat 
die von der Malat Dehydrogenase katalysierte Reaktion fiir diverse 
5 Prozesse eine Bedeutimg (Review in Faske et al. 1997, Plant Phy- 
siology 115, 705-715) • NAD+-abhangige Malat Dehydrogenasen sind in 
Mitochondrien, Micorbodies wie Peroxysomen oder Glyoxysomen und 
dem Zytosol sowie in Wurzelkndllchen zu finden, wahrend Chloro- 
plasten eine NADP+-abhangige Malat Dehydrogenase enthalten, die 
10 lichtabhangig reguliert wird, Malat Dehydrogenasen werden in Ara- 
bidopsis durch eine Genfamilie codiert. Die einzelnen Isoformen 
enthalten spezifische N-t^nninale Transitsequenzen ftir einen 
Transport in die' Chloroplasten, Mitochondrien imd Microbodies. 
Femer finden sich Sequenzen fiir Malat Dehydrogenasen, die auf- 

• grxind fehlender Trans itpeptide veifmutlich im Zytosol verbleiben. 
Ftir Malat Dehydrogenasen codierende Sequenzen wurden aus ver- 
schiedenen C3- und C4-Pflanzen isoliert (siehe Miller et al. 1998 
Plant Journal 15, 173-184) . Bekannt sind ftir glyoxysomalen Malat 
Dehydrogenase kodierende NukleinscLuresecjuenzen sowie Proteinse- 
20 quenzen aus Wassermelone (P19446, Swissprot; Identitat zur SEQ ID 
N0:2 .= 77,5%; IdentitSt zur Seq ID N0:3 = 85,4%), Gurke, Arabi- 
dopsis. Soya ^xnA Reis. 

Die Antisense-Inhibierung einer cytosolischen Malat Dehydrogenase 
25 in Kartoffel auf bis zu 40% Restaktivitat ftihrte zu keinen ausge- 
prSgten Wachstumsphanotypen und keineni verringertem Knollenertrag 
(Jenner et al . 2001, Plant Physiology 126, 1139-1149). Nach Faske 
et al. (1997, Plant Physiology 115, 705-715) beeinflulSt die Ver- 
ringerung der Expression einer plastidSren Malat Dehydrogenase 

• aus TabcLk dtirch Antisense und Cosuppression in transgenen Tabak- 
pflanzen selbst bei stark verringerter Malat Dehydrogenase-Ex- 
pression (< 20% Restaktivitat) die Vitalitat der transgenen 
Pflanzen nicht. Beobachtet wurde nur ein geringe Ver^nderungen 
beztiglich der Wachstumsparameter (Frischgewicht, Trockengewicht) • 
35 Die versuchte Oberexpression einer plastidaren Malat Dehydroge- 
nase aus Sorghiim in der C4-PflcLnze Flaveria fiihrte durch Cosup- 
pressipn zur drastischen Inhibierung der Malat Dehydrogenase~Ak- 
tivitat auf 5-50% Restaktivitat (Trevanion et al. 1997, Plant 
Physiology 113, 1153-1165) ohne signifikante EinflUsse auf die 
40.Vitalitat der Pfanzen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde Uberraschenderweise 
gefunden, dasa Pflanzen, in denen gezielt glyoxysomale Malat De- 
. l^drogenase verringert wurde, PhSnotypen aufwiesen, die mit durch 
4-5 Herbizdidapplikation erzeugten PhSnotypen vergleichbar sind. Be- 
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obachtet warden drastische Wachstiomsretardieningen land Schadigun- 
gen wie Chlorosen und Nekrosen. 

Obgleich cytosolisclie und plastidare Malat Dehydrogenase ftir 
5 Pflanzen nicht essentiell ist/ konnen diese Enzyme prinzipiell 
auch zur Bestiinnuing von Inhibitoren der glyoxysomalen Malat Dehy- 
drogenase herangezogen werden, da die durch die cytosolische und 
plastidare Malat Dehydrogenase katalysierte Reaktion die gleiche 
ist wie die durch die glyoxysomalen Malat Dehydrogenase kataly- 
10 sierte. 



Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die Verwendung von Ma- 
lat Dehydrogenase in einem Verf ahren zur Identif izierung von Her- 
biziden/ vorzugsweise von pflanzlicher Malat Dehydrogenase, be- 
15 sonders bevorzugt von pflanzlicher Malat Dehydrogenase kodiert 
durch eine Nukleins^uresequenz umfassend 

a) eine NukleinsSuresequenz mit der in SEQ ID NO:l darges tell ten 
Nukl einsatir es equenz ; oder 

20 

b) eine Nukl e ins a.ures equenz mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
Nukleinsaureseguenl; oder 

c) eine Nukl einsaures equenz ^ die sich aufgmind des degenerierten 
25 genetischen Codes durch Riickiibersetzung aus der in SEQ ID 

NO: 3 dargestellten Amino s^ures equenz ableiten laSt; oder 

d) eine NukleinsSuresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Riickiibersetzung der Aminosauresequenz 

30 eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 3, das eine 

Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 voir mindestens 63% aufweist, 
ableiten ISL&t, 

wobei sich die funktionellen Aquivalente nach c) und d) sich 
35 durch eine gleiche Funktionalitat auszeichnen, d.h. sie haben die 
enzymatische Aktivitat einer glyoxsysomalen Malat Dehydrogenase. 



Das erf indxmgsgemaiSe funktionelle Aqcuivalente der SEQ ID NO: 3 ge~ 
mas d) weist eine Homologie mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 
40 .63%, 64%, 65%, 66% vorzugsweise mindestens 67%, 68%, 69%, 70%, 
71%, 72%, 73%, 74% vorzugsweise mindestens 75%, 76%, 77%, 78%, 
79%, 80% bevorzugt mindestens 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 
88%, 89%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. 
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Besonders bevorzugt ist die Verwendxing von glyoxysomaler Malat 
Dehydrogenase in einem Verfahren zur Identif izierung von Herbizi- 
den kodiert durch eine NiikleinsSTireseQcaenz \mfassend 

5 a) eine N\ikleins3\iresequenz mit der in S£Q ID N0:1 dargestellten 
NukleinsSuresequenz ; oder 

b) eine Nukleins3.uresequenz' mit der in S£Q ID NO: 2 dargestellten 
Nxikl einsS.\ir es equenz ; oder 

10 

c) eine NukleinsaxiresequenZ/ die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RfickObersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 3 dargestellten AminosSuresequenz ableiten laiSt;.oder 

•5 d) eine NukleinsSures equenz, die' sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RttckQbersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 3, das eine 
Identi.tiat mit der SEQ ID NO: 3 von mindestens 66% aufweist, 
ableiten l^t. 

20 

Die funktionellen Aquivalente nach d) zeichnen sich durch eine 
gleiche Fimktionalitat aus, d.h. sie haben die biologische Punk- 
tion einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase. 

25 Die oben genannten Niikleinsaxiresequenzen stammen vorzugsweise aus 
einer Pflanze, 

Das erf indungsgemaiSe f\mktionelle Aquivalente der SEQ ID NO: 3 ge- 
maiS d) weist eine Homologie mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 

•p 66%, 67%, 68% vorzugsweise mindestens 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 
f 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80% vorzugsweise mindestens 81%, 
82%, 83% bevorzugt mindestens 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 89%, 
90%, 91%, 92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% auf . 

35 

Weiterhin werden im Rahmen der ' vorliegenden Erfindxing Nvikleinsau- 
resequenzen beansprucht kodierend f\ir eine pflanzliche glyoxyso- 
malen Malat Dehydrogenase ajmifassend: 

40. a) eine Nukleinsaures equenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestellten 

Nukleinsaures equenz; oder 
i« 

b) eine NukleinsSuresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
^. Nukleinsaures equenz; oder 

• 45 
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c) eine Nukleinsauxesequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RackObersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 3 darges tell ten i^zciinos^iireseqcuenz ableiten laSt; oder 

5 d) fimktionelle Aquivalente der Nukleinsaiiresequenz SEQ ID NO: 2 
mit einer Identitat von mindestens 79% zu der SEQ ID NO: 2; 
Oder 



e) eine Niikleinsaureseq[uenz , die sich aufgrtmd des degenerierten 
10 genetischen Codes dxirch Rtickubersetzimg der Aminosauresequenz 

eines fixnktionellen &c[uivalents der SEQ ID NO: 3, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von mindestens 87% aufweist, 
ableiten ISfit. 

15 Ebenfalls beajisprucht werden die durch die vorstehend genannten 
Nukleinsaviresequenzen kodierten Polypeptide- Die fvmktionellen 
Aq[uivalente nach c) uad d) zeichnen sich dvirch eine gleiche Fiank- 
tionalitat aus, d.h. sie haben die enzymatische, vorzugsweise 
biologische Aktivitat einer glyoxysomalen Malat Dehydrogenase, 

20 

Die erf indungsgemaSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 2 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No: 2 von mindestens 79%, 
80%, 81%, 82%, 83% vorzugsweise mindestens 84%, 85%, 86%, 88%, 
89%, bevorzugt mindestens 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%' besonders 
25 bevorzugt mindestens 96%, 97%, 98%, 99% auf • 

Die erf indungsgemafien fxinktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 3 
weisen eine Identitat mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 87%, 
88%, 89%, 89% vorzugsweise mindestens 90%, 91%, 92%, 93% bevor- 
30 zugt mindestens 94%, 95%, 96% besonders bevorzugt mindestens 97%, 
98%, 99% auf . 

Der im folgenden verwendete Begrif f ^^erf indungsgemafie Nukleinsau- 
resequenzen" steht fiir Nxikleinsauresequenzen kodierend ftir eine 
35 Malat Dehydrogenase, vorzugsweise ftir N\ikleinsauresequenzen ko- 
dierend ftir eine planzliche Malat Dehydrogenase, besonders bevor- 
zugt ftir Nukleinsaiiresequenzen kodierend ftir eine plcinzliche Ma- 
lat Dehydrogenase umfassend 

40. a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestellten 
Nukieinsauresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
Nukleinsauresequenz; oder 

45 
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c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrxind des degenerierten 
* genetischen Codes durch RQckiibersetzxing aus der in SEQ ID 
NO: 3 dargestellten AminosMureseguenz ableiten ISSt; oder 

5 d) eine Nukleinsa\iresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes dxirch RuckObersetzung der Aminosaxiresequenz 
eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID- NO: 3, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von mindestens 63% aufweist, 
ableiten lafit, 

10 

ganz besonders bevorzugt fOr Nukleinsauresequenzen kodierend ftir 
eine pflanzliche glyoxysomal'e Malat Dehydrogenase uanfassend 

eine Nukleinsanresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestellten 
Nukleinsaureseqnenz; oder 

eine Nnkleinsaiiresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten 
N\ikleinsS.xu:eseqaenz; oder 

eine NukleinsSnresequenz , die sich aufgartand des degenerierten 
genetischen Codes durch RtickQbersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 3 dargestellten Aminosauresequenz ableiten ISfit; oder 

eine Ntikleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes dxxrch Rticktibersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID N0:3r das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von mindestens 66% aufweist, 
ableiten laSt. 

• Die durch eine erf indungsgemSSe NukleinsSuresequenz kodierten Po- 
lypeptide mit der enzymatischen, vorzugsweise biologischen Akti- 
vitat einer glyoxsysomalen Malat Dehydrogenase werden im folgen- 
den der Einfachheit halber als ^^MDH" bzeichnet, Der Begriff ^^Ma- 
lat Dehydrogenase'' bezeichnet jedes Protein/Enzym mit der enzyma- 
35 tischen Aktivitat einer Malat Dehydrogenase. 

Glyoxysomale MDHs verursachen in reduzierter Menge Wachstumsre- 
• tardierungen sowie nekrotische und chlorotische Blatter in Pf lan- 
zen. 

40. 

Die Genprodukte der erf indungsgemalSen NukleinsSuren stellen neue 
Targets* fOr Herbizide dar, welche die Bereitstellung neuer Herbi- 
zide zur BekSmpfung i:tnerwiinschter Pflanzen ermoglichen, Des wei- 
. ieren stellen die Genprodukte der erfindungsgemSfien Nukleinsauren 
- 45 stellen neue Targets flir Wachstumsregulatoren dar, welche die Be- 




b) 
20 c) 



d) 

25 
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reitstellung neuer Wachstumsregulatoren zur Regulation des Wachs- 
turns von Pflanzen ermSglichen. 

Unter unerwOnscht en Pflanzen sind im weitesten Sinne alle Pflan- 
5 zen zu verstelien, die an Orten aufwachsen, an denen sie uner- 
wOnscht sind, zum Beispiel: 

Dikotyle Unkrauter der Gattungen: Sinapis, Lepidium, Galium, 
Stellaria, Matricaria, Anthemis, Galinsoga, Chenopodium, Urtica, 
10 Senecio, Amaranthus, Portulaca, Xanthium, Convolvulus, Ipomoea, 
Polygonum, Seshaxxia, Ambrosia, Cirsium, Carduus, Sonchus, Sola- 
rium, Rorippa, Rotala, Llndemia, Lamium, Veronica, Abutilon, 
Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea, Trifolium, 
Ranunculus, Taraxacum. 

15 

Monokotyle Unkrauter der Gattungen: Echinochloa, Setaria, 
Panicum, Digitaria, Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria, . 
Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorghum, Agropyron, Cynodon, Mo- " 
nochoria, Fimbristyslis, Sagittaria, Eleocharis, Scirpus, Paspa- 
20 lum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctanium, Agrostis, Alopecnrus,- 
Apera . 

Die SEQ ID NO: 2 oder Teile der vorstehend genannten Nvikleinsaure-. 
sequenzen konnen ftir die Herstellxang von Hybridisierungssonden 

25 verwendet werden. Die Herstellung dieser Sonden sowie die Durch- 
ftihrung der Experimente ist bekannt. Sie kann zum Beispiel tiber 
die gezielte Herstellung radioaktiver oder nicht radioaktiver 
Sonden mittels PGR und der Verwendting von entsprechend markierten 
Oligonukleotiden mit anschlieiSenden Hybridisierxmgsexperimenten 

30 erfolgen. Die hierftlr erf order lichen Technologien sind beispiels- 
weise in T. Maniatis, E.F, Fritscb und J. - Sambrook, ""Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual'', Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989) aufgefuhrt. Die entsprechenden Son- 
den konnen weiterhin mittels Standardtechnologien (Lit. SDM bzw. 

35 random Mutagenesis) so modifiziert werden, dass sie fUr weitere 
Zwecke eingesetzt werden kSnnen, z.B. als Sonde, die spezifisch 
zu mRNA sowie den entsprechenden codierenden Sequenzen hybridi- 
siert zwecks Analyse der entsprechenden Sequenzen in anderen Or- 
ganismen. 

Die obe]3L genannten Sonden konnen fiir die Detektion und Isolation 
von funktionellen Aquivalenten der SEQ ID NO: 2 aus anderen Pflan- 
zenspezies aufgrxmd von Sequenzidentitaten verwendet werden. 
Hierbei wird ein Teil oder die gesamte Secjuenz der entsprechenden 
45 SEQ ID NO: 2 als Sonde zum Screening in einer genomischen oder 

cDNA Bank der entsprechenden Pf lainzenspezies oder in einer Compu- 
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ter-Recherche nach Sec[ueiizen fionktioneller Aquivalente in elek- 
tronischen Datenbanken verwendet. 

Bevorzugte Pf lanzenspezies sind hierbei die bereits eingangs er- 
5 wahnten imerwOnschten Pflanzen. 

Ein weiterer Gegenstand .der Erfindung sind Escpressionskassetten 
entbaltend 

genetische Kontrollsequenzen in fxmktioneller Verkntipfung mit 
einer Nukleins^uresequenz mnfassend 

i. eine NxikleinsaTiresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- 
stellten Niikleinsauresequenz; oder 

ii. eine NukleinsSuresequenz^ die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Riickiibersetzung aus der • 
in SEQ ID NO: 3 dargestellten AminosMxiresequenz ableiten 
laEt; Oder 

iii. fianktionelle Aquivalente der NukleinsSuresequenz SEQ ID 
NO: 2 mit einer Identitat von mindestens 79% zu der SEQ ID 
NO : 2 ; 

iv. eine NiikleinsS\iresequenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Riickubersetzung der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID 
NO: 3, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 
stens 92% aufweist/ ableiten ISSt. 

zusatzliche Funktionselemente; oder 

eine Kombination aus a) \md b) ; 

35 sowie die Verwendung von Expressionskassetten enthaltend 

a) genetische Kontrollsequenzen in funktioneller Verkniipf\mg itdt 
einer erf indungsgem^en NukleinsSuresequenz; 

40 .b) zusatzliche Funktionselemente; oder 
•« 

c) eine Kombination aus a) iind b) ; 



10 a) 




c) 
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2ur Expression einer Malat Dehydrogenase, bevorzugt WDU, die in 
vitro Testsystemen verwendet warden kann. Beide Ausftihrungsformen 
der vorstehend beschriebenen Eb^ressionskasetten warden im fol- 
genden als erf indtmgsgemsLfie Expressionskassette bezeichnet. 

5 

GemaJS einer bevorzugten AusftUamngsf orm \imfafit eine erf indungsge- 
maSe Expressionskassette am 5'-Ende der kodierenden Sequenz einen 
Promotor xrnd am 3'-Ende Transkriptions-Terminations-Signal und 
gegebenenf alls weitere genetische Kontrollsequenzen, welclie mit 
10 der dazwischenliegenden erf indungsgemafien Nukleinsauresequenz 
funktionell verknttpft sind. 

Unter den erf indungsgemaiSen Expressionskassetten sind auch Ana- 
loga zu verstehen, die zvm Beispiel durch eine Kombination der 
15 einzelnen NnkleinsSiiresequenzen ' auf einem Polynukleotid (Mehr- 
f achkonstmkte) , auf mehreren Polynukleotiden in einer Zelle (Ko- 
trans formation) oder durch sequenzielle Trsms format ion zustande 
kommen k5nnen. 

20 Vorteilhafte genetische Kontrollseciaenzen nach Pxinkt a) far die 
erf indxangsgemaSen Expressionskassetten oder fur Vektoren enthal- 
tend erf indungsgemaSe Express ionskaset ten sind beispielsweise 
Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, Ipp-/ lac-, laclq-, T7-, 
T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A-PR- oder im X-PL-Promotor , die 

25 zur Expression einer Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH, in gram- 
negativen BakterienstSmmen verwendet werden konnen. 

Weitere vorteilhafte genetische Kontroll sequenz en sind beispiels- 
weise in den Promotoren amy "und SP02, die zur Expression der Ma- 

30 lat Dehydrogenase, bevorzugt MDH in gram-posit iven BakterienstSm- 
men veinvendet werden kSnnen, sowie in den- Hef e- oder Pilzpromoto- 
ren AUGl, GPD-1, PX6, TEF, CUPl, PGK, GAPl, TPI, PHG5, AOXl, 
GALIO/CYCI, CYCl, OliC, ADH, TDH, Kex2, MFa oder NMT oder Kom- 
binationen der vorstehend genannten Promotoren enthalten (Degryse 

35 et al., Yeast 1995 Jun 15; 11 (7) : 629-40; Romanos et al. Yeast 
1992 Jun;8 (6) :423-88; Benito et al . Eur. J. Plant Pathol. 104, 
207-220 (1998); Gregg et al. Biotechnology (N Y) 1993 
Aug;ll(8) :905-10; Luo X., Gene 1995 Sep 22 ; 163 (1) : 127-31; Nacken 
et al., Gene 1996 Oct 10;175(l-2): 253-60; Turgeon et al-, Mol 

40. Cell Biol 1987 Sep; 7 (9) : 3297-305) oder den Transkriptions termina- 
tor en NtJT, Gcyl, TrpC, AOXl, nos, PGK oder CYCl (Degryse et al.. 
Yeast 1-995 Jun 15; 11 (7) : 629-40 ; Bininelli et al. Yeast 1993 
Dec9(12): 1309-18; Frisch et al.. Plant Mol. Biol. 27 (2), 
405-409 (1995); Scorer et al.. Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 

45 181-184 (1994), Genbank acc. number Z46232; Zhao et al . Genbank 
acc number : AF049064; Punt et al., (1987) Gene 56 (1), 
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117-124) , die ziir Expression der Malat Dehydrogenase, bevorzugt 
MDH in HefestMmmen verwendet warden k5zmen. 

Als zur Expression in Insektenzellen geeignete genetische Kon- 
5 trollsequenzen sind exeniplariscli der Polyhedrin-Promotor sowie 
der plO-Proniotor (Luckow, V.A. and Simmers, M.D. (1988) Bio/ 
Techn. 6, 47-55) zu nennen. 

Vorteilliafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der Ma- 
10 lat Dehydrogenase, bevorzugt MDH in Zellkultur sind sind neben 
Polyadenyliernongsseguenzen wie z.B. aus Simian Vims 40 eukaryon- 
tische Promotoren viralen Ursprungs wie z.B. Promo toren des Poly- 
oma, Adenovirus '2, Cytomegalovirus oder Simian Virus 40.. 




Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression 
der Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH in Pflanzen sind in den 
Pflanzenpromo toren CaMV/35S [Franck et al.. Cell 21(1980) 
285-294], PRPl [Ward et al . , Plant. Mol . Biol. 22 (1993)], SSU, 
OCS, LEB4, USP, STLSl, BBS, NOS; FBPaseP' (WO 98/18940) oder im 
20 ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor enthalten, vorzugsweise ver- 
wendet man insbesondere einen pf lanzlichen Promoter oder einen 
Promotor, der einem Pf lanzenvirus entstammt. Insbesondere bevor- 
zugt sind Promotoren viralen Ursprungs wie der Promotor des' 
35S-Transkriptes des Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al.. Cell 
25 21 (1980), 285-294; Odell et al,. Nature 313 (1985), 810-812). 
Weitere bevorzugte konstitutive Promotoren sind zum Beispiel der 
Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, der TR-Doppelpro- 
motor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacterium, der 
Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al.. Plant Mol Biol 1995, 
29:637-649), die Promotoren der vakuolMrer ATPase Untereinheiten 
Oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 
91/13991) . 

Die Bxpressionskassetten k&nnen auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor als genetische Kontrollsequenz enthalten, durch den die 
Expression des exogenen Gens in der Pf lanze zu einem bestimmten 
Zeitpunkt gesteuert werden kann , Derartige Promotoren, wie z.B. 
der PRPl Promotor (Ward et al.. Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 
361-366), ein durch Salicylsaiire induzierbarer (WO 95/19443), ein 
^® durch Benzolsulfonamid-induzierbarer (EP-A-0388186) , ein durch 
Tetrazykliici- induzierbarer (Gatz et al . , (1992) Plant J. 2, 
397404)*; ein durch Abscisinsaure- induzierbarer (EP-A 335528) bzw. 
ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- induzierbarer (WO 93/21334) 
- Promoter k5nnen ebenfalls veirwendet werderi. 
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Geeignet sind ferner Promotoren die eine gewebe- oder organspezi- 
fische Expression z,B. in Antheren, Ovarien, Bltiten imd Bltltenor- 
ganen, Blattem/ SchlieSzellen, Trichomen, Stengel, Leitgeweben, 
Wurzeln imd Samen vermitteln, Ebenfalls geeignet sind hier neben 
5 den oben genannten konstitutiven Promotoren, insbesondere solche 
Promotoren, die eine blattspezif ische Expression gewahrleisten. 
Zu nennen sind der Promotor der cytosolischen FBPase aus Keurtof- 
fel (WO 97/05900) , der SSU Promotor (small subimit) der Rubisco 
(Ribulose-1, 5-bisphosphatcarboxylase) oder der ST-LSI Promotor 

10 aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). 
Bevorzugt sind ferner Promotoren, die eine Expression in Samen 
iind pflanzlicben Embryonen steuem. Samenspezif ische Promotoren 
sind z\mi Beispiel der Promotor des Phaseolins (US 5,504,200, Bu- 
stos MM et al.. Plant Cell, 1989;1 (9) :839-53) , des 2S Albumingens 

15 (Joseffson LG et al., J Biol Cliem 1987, 262:12196-12201), des Le- 
guitiins (Shirsat A et al., Mol Gen Genet- 1989; 215 (2) :326-331) , 
des USP (unknown seed protein; B^umlein H et al.. Molecular & Ge- 
neral Genetics 1991, 225 (3) : 459--67) des Napin Gens (Stalberg K, - 
et al., L. Planta 1996, 199:515-519), des Saccharosebindeproteins 

20 (WO 00/26388) oder der LeB4-Promotor (Bauinlein H et al., Mol Gen ' 
Genet 1991, 225: 121-128; Fiedler, U. et al.. Biotechnology (NY) 
(1995), 13 (10) 1090) . 

Weitere als genet ische Kontrollsequenzen geeignete Promotoren , 

25 sind beispielsweise spezif ische Promotoren ftlr Knollen, Speicher- 
wurzeln oder VJurzeln, wie beispielsweise der Patatin Promotor 
Klasse I (B33) , der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel, der Promotor der Starke Synthase (GBSSl) oder der Spora- 
min Promotor, frucht spezif ische Promotoren, wie beispielsweise 

30 der fruchtspezif ische Promotor aus Tomate (EP-A 409625), fruch- 
treifxmg-spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der fruch- 
treifung-spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794) , bliiten- 
spezifische Promotoren, wie beispielsweise der Phytoen Synthase 
Promotor (WO 92/16635) oder der Promotor des P-rx Gens (WO 

35 98/22593) oder spezifische Plastiden- oder Chromoplasten-Promoto- 
ren, wie beispielsweise der KNTA-Polymerase Promotor (WO 97/06250) 
Oder auch der Promotor der Phosphor ibosylpyrophosphat Ami do trans- 
ferase aus Glycine max (siehe auch Genbank Accession Nr U87999) 
Oder ein anderer- Nodien-spezif ischer Promotor wie in EP-A 249676 

40 kSnnen vorteilhaft verwendet werden. 
^* 

Unter zusatzlichen Fimktionselementen b) sind beispielhaft aber 
nicht einschrSnkend Reportergene, ReplikationsursprCinge, Selek- 
tionsmarker und sogenannte Af f initSts-Tags , fusioniert mit der 
45 Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH direkt oder mittels eines Lin- 
kers optional enthaltend eine Prdtease-Schnittstelle zu verste- 
hen. Weitere geeignete zusatzliche* Funktionselemente sind Sequen- 
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zen, die ein Taxgeting in den Apoplasten, in Plastiden, die Vaku- 
ole, das Mitochondri-um/ das Peroxisam, das Endoplasmatische Reti- 
kulum (ER) Oder durch ein Fehlen entsprechender. opera tiver Se- 
quenzen einen Verbleib im Koitrpartiment- des Entstehens, dem Zyto- 
5 sol, gewahrleisten (Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 
285-423) • 

Erfindungsgemafi sind femer Vektoren, die inindestens eine Kopie 
der erf indungsgemafien Nukleinsaiiresequenzen und/oder der erfin- 
10 d\mgsgemalSen Expressionskassetten entlialten. 

Unter Vektoren sind aufier Plasmiden audi alle anderen dem Fach- 
mann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren wie 
SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, linear e oder zirkulare DNA zu 
verstehen. Diese Vektoren kSnnen autonom im Wirtsorganisraus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine. 
chromosomale Replikation. 

20 In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann die 

erf indTongsgemaiSe Nukleinsaurekonstrukt auch vorteilbaf terweise 
in Form einer linearen DNA in die Organismen eingefuhrt werden 
tmd uber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 
Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus 

25 einem linearisierten Plasmid oder nur aus dem Nukleinsaxire- 

konstrxikt als Vektor oder den verwendeten Nukleinsaixresequenzen 
bestehen. 



Weitere prokaryotische land eukaryotische Expressionssysteme sind 
genannt in Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al., ^Molecular Clo- 
ning: A Laboratory Manual,'' 2nd, ed. , Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY, 1989. Weitere vorteilbafte Vektoren werden in Hellens et al. 
(Trends in plant science, 5, 2000) beschrieben. 

35 

Die erf indungsgemafie Expressionskassette sowie davon abgeleitete 
Vektoren k5nnen zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien 
(z.B. der Gattung Synechocystes, Anabaena, Calothrix, Scytonema, 
Oscillatoria, Plectonema und Nostoc) , Proteobakterium wie etwa 

40 ,Magnetococcus sp. MCI, Hefen, filamentasen Pilzen und Algen vnd 
eukaryontischen, nicht h\imanen Zellen (z.B, Insektenzellen) mit 
dem Ziei der rekombinanten Herstellung der Malat Dehydrogenase, 
bevorzugt MDH eingesetzt werden, wobei sich die Herstellung einer 
. geeigneten Expressionskassette nach dem Organismus, in welchen 

45 das Gen eaqprimiert werden soil, richtet. 
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•Vektoren enthaltend 

a) eine NukleinsMureseqaenz mit der in S£Q XD NO: 2 dargestellten 
NukleinsS.uresequenz ; oder 

5 

b) eine Nukleinsaiireseqaenz , die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durcli Rackubersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 3 dargestellten Axainosaiiresequenz ableiten IMSt; oder 

10 c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 2 
mit einer Identitat von inindestens 79% zu der SEQ ID N0:2; 

eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Riicktibersetzung der Aoiinos^uresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 3, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von mindestens 87% aufweist, 
ableiten laSt, 

sind Gegenstcind der vorliegenden Erfindung. 

20 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausfiihraingsf oim kSnnen die im 
erf indungsgemaSen Verfahren vearwendeten NukleinsSuresequenzen 
aucb alleine in einen Organismus eingebracht werden. 

25 Sollen neben den NukleinsSuresequenzen weitere Gene in den 

Organismus eingefiihrt werden, so kSnnen alle zusairaaen in einem 
einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen in je einem Vektor in den 
Organismus eingebracht warden, wobei die verschiedenen Vektoren 
gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden konnen. 

30 

Hierbei kaim das Einbringen der erf ind\mgsgema£en Nuklein- 
saure(n), der Expressionskassette oder des Vektors in die ent- 
sprechenden Organismen (Transformation) prinzipiell nach alien 
dem Fachmaim bekannten Methoden erfolgen, 

35 

Fur Mikroorgcoiismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
Lehrbtichem von Sambrook, J. et al . (1989) ^'Molecular cloning: A 
laboratory manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press, von F.M, 
Ausubel et al*. (1994) ^Current protocols in moleculeir biology", 

40 .John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al., DNA Cloning Vol.l, 
(1995),, IRL Press (ISBN 019-963476-9), von Kaiser et al. (1994) 
Methods* in Yeast Genetics , Cold Spring Habor Laboratory Press 
Oder Guthrie et al. "^Guide to Yeast Genetics and Molecular Bio- 
. _ logy". Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. Bei 

45 der Transformation von filamentOsen Pilzen bieten sich zvm einen 
die Herstellung von Protoplasten und Transformation mit Hilfe von 
PEG (Wiebe et al. (1997) Mycol. Res. 101 (7): 971-877; Proctor et 
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al. (1997) Microbiol. 143, 2538-2591), zaaia anderen die Transfor-- 
mation unter zur Hilfe nahme von Agrobacterixm txamefaciens (de 
Groot et al, (1998) Nat. Biotech. 16, 839-842) an. 

5 PCir dikotyle Pflanzen konnen die beschriebenen Methoden zur 

Trans format ion und Regeneration von Pflanzen aus Pf lemzengeweben 
Oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Trauas formation 
genutzt werden. Geeignete Methoden sind das biolistische Verfah- 
rens oder durch Protoplastentransf ormation (vergl . z.B. Willmit- 
10 zer, L., 1993 Transgenic plants. In: Biotechnology, A Multi-Vo- 
lume Goiter ehensive Treatise (H.J-. Rehm, G. Reed, A. Ptihler, 
P. Stadler, eds.). Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New York-Basel- 
Cambridge) , die El ektr operation, die Inlcubation trockener Embryo- 
nen in DNA-haltiger L5sung, die Mikroinjektion und der durch 
Agrobacteriioin vermittelte Gentransf er . Die genannten Verfahren 
sind beispielsweise in B. Jenes et al.. Techniques for Gene 
Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utili- • 
zation, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press 
(1993) 128-143 sowie in Potiirykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant 
20 Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. 

Die Transformation mittels Agrobakterien sowie die ftir die Trans- 
formation zu verwendenden Vektoren sind dem Fachmann bekannt und 
in der Literatur ausfiihrlich beschrieben (Bevan et al., Nucl. 
25 Acids Res. 12 (1984) 8711. Die intermediaren Vektoren konnen auf- 
grund von Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, 
durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agro- 
bakterien integriert werden. Dieses enthait aufierdem die' ftir den 
Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. IntermediSre Vektoren 
kSnnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Helfer- 
plasmids kann der intermedi^re Vektor auf Agrobacterium tumef a- 
ciens libertragen werden (Konjugation) . Binare Vektoren konnen so- 
wohl in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthal- 
ten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, 
35 welche von der rechten \ind linken T-DNA Grenzregion eingerahmt 
werden- Sie kSnnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert wer- 
den (; Holsters et al. Mol. Gen. Genet. 163 (1978), 181-187) , 
EP A 0 ,120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Off- 
setdrulckerij Kanters B.V. , Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley 
40. et al.. Grit. Rev. Plant. Sci., 4: 1-46 und An et al. EMBO J. 4 
(1985) , 27.7-287) . 

Auch die Transf onnat ion monokotyler Pflanzen mittels Agro- 
bacterium basierender Vektoren wurde beschrieben ( Chan et al, 
45 Plant Mol. Biol. 22(1993), 491-506; Hiei et al. Plant J. 6 (1994) 
271-282; Deng et al; Science in China 33 (1990), 28-34; Wilmink 
et al. Plant Cell Reports 11, (1992) 76-80; May et al; Bio- 
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technology 13 (1995) 486-492; Conner und Domisse; Int. J. Plant 
Sci. 153 (1992) 550-555; Ritchie et al; Transgenic Res. (1993) 
252-265) . Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen 
Pflanzen sind die Transformation mittels des biolistischen An- 
5 satzes (Wan und Lema\ix; Plant Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil 
et al; Biotechnology 11 (1992), 667-674; Ritala et al, Plant Mol . 
Biol 24, (1994) 317-325; Spencer et al, Theor. Appl. Genet. 79 
(1990) , 625-631) die Protoplastentransf ormation, die Elektro- 
poration von partiell permeabilisierten Zellen ; die Einbringung 

10 von DNA mittels Glasfasem. Insbesondere die Transformation von 
Mais wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl. z.B. 
WO 95/06128; EP 0513849 Al; EP 0465875 Al; EP 0292435 Al; Fromm 
et al. Biotechnology 8 (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al. Plant 
Cell. 2 (1990), 603-618; Koziel et al. Biotechnology 11(1993) 

15 194-200; Moroc et al, Theor Applied Genetics 80 (190) 721-726). 

Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreideeurten vnirde. 
bereits beschrieben z.B. fiir Gerste ( Wan und Lemanx, s.o.; 
Ritala et al, s.o.; Weizen ( Nehra et al. Plant J. 5(1994) 
20 285-297) . 

Mit einem erf indungsgemaiSen Vektor transf ormierte Agrobakterien 
konnen ebenfalls in bekannter Weise zur Transformation von 
Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis oder Kulturpf lanzen wie 

25 Getreide, Mais, Hafer, Roggen, Gerste, Weizen, Soja, Reis, Baxun- 
wolle, Zuckerriibe, Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeil- 
wurz, Tagetes, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Ba\am~, NuS- 
und Weinspezies veiHrtrendet werden, z.B. indem verwundete Blatter 

30 Oder Blattsttlcke in einer Agrobakterienlosung gebadet xmd an- 
schlieSend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Die genetisch veranderten Pf lanzenzellen k5nnen iiber alle dem 
Fachmann bekaimten Methoden regeneriert werden. Entsprechende 
35 Methoden kdnnen den oben genannten Schriften von S.D. Kung \uid 
R. Wu, Potrykus oder H5fgen und Willmitzer entnommen werden . 

Die durch Transformation mit einer der oben beschriebenen Ausfilb- 
nmgsfojrmen einer Expressionskassette, enthaltend eine erfin- 

40 .dungsgemaSe NukleinsSuresequenz oder einem Vektor, enthaltend die 
vorstehend gencinnte Expressionskassette, hergestellten transgenen 
Orgcinismen sowie-die mittels Expression aus dem transgenen Orga- 
nismus erhaitliche rekonibinante Malat Dehydrogenase, beyorzugt 
MDH sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ebenfalls Gegen- 

45 stand der vorliegenden Erfindung ist die Vearwendung von transge- 
nen Organismen enthaltend eine eirf indungsgemaSe" Ebcpressionskas- 
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sette z.B. fiir die Bereitstellung* rekombinanten Proteins und/oder 
die Verwendimg dieser Organismen in in vivo Testsystemen, 

Bevorzugte Organismen fiir die rekombinante Expression sind sind 
5 neben Bakterien, Hefen, Moose, Algen, Pilze auch exikaryontische 
Zellinien. 

Bevorzugte Moose sind Physcoinitrella patens oder weitere in Kryp- 
togamen, Bd,2, Moose, Fame, 1991, Springer Verlag (ISBN 
10 3540536515) , beschriebene Moose.. 

Ixmerlialb der Bakterien sind Bakterien der Gattimg Escherichia, 
Erwinia, Flavobacterium, Alcaligenes oder Cyanobakterien zixtn Bei- 
spiel der-Gattung Synechocystes, Anabaena, Calothrix, Scytonema, 
Oscillatoria, Plectonema nnd Nostoc, besonders bevorzugt Synecho- 
cystis Oder Anabena bevorzugt. 

Bevorzugte Hefen sind Candida, Sacchcoromyces , Schizosaccheromy- 
ces, Hansenula oder Pichia. 

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichoderma, Ashbya, Nexxros- 
pora, Fusarium, Beauveria, Mortierella, Saprolegnia, Pythixun, 
Oder weitere in Indian Chem Engr. Section B. Vol 37, No 1,2 
(1995) beschriebene Pilze. 

25 

Bevorzugte Pf lanzen sind insbesondere ausgewahlt unter monokoty- 
len Kulturpf lanzen, wie zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, 
Gerste, Hirse, Roggen, Triticale, Mais, Reis oder Hafer sowie dem 
Zuckerrohr. Femer sind die erf indxangsgemSiSen transgenen Pf lanzen 
insbesondere ausgewShlt unter dikotylen Kultxirpf lanzen, wie zum 
Beispiel Brassicacae wie Raps, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten 
Oder Canola; Leguminosae wie Soja, Alfalfa, Erbse, BohnengewSch- 
sen Oder Erdnuss Solanaceae wie Kartoffel, Tabak, Tomate, Auber- 
gine Oder Paprika; Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes, Salat 
35 Oder Calendula; Cucurbitaceae wie Melone, KOrbis oder Zucchini, 
Oder Lein, Baxmwolle, Hanf, Flachs, Roter Pfeffer, Mohre, Ka- 
rotte, Zuckerriibe oder verschiedene Baum-, Nuss- und Weinspecies . 

Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geei- 
^^ •gnet wie beispielsweise C. elegans. 
<« 

Bevorzugt ist auch-die Verwendung von Expressionsystemen und Vek- 
toren, die offentlich zugsLnglich oder kommerziell. erhaltich sind. 

Zvir Verwendung in E. coli Bakterien sind die typischen vorteil- 
haften, kommerziell erhaitlichen Fusions- und Expf essipnsvektoren 
pGEX [Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) 
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Gene 67:31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) and pRITS 
(Phaonnacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transf erase 
beinlialtet (GST) , Maltose Bindeprotein/ oder Protein A, die pTrc- 
Vektoren (Amann at al.,. (1988) Gene 69:301-315) der ^pKK233-2'' 
5 von CLONTECH, Palo Alto, CA \ind die '^pET"-, und die ^^pBAD^'-Vek- 
tor-Serien von Stratagene, La Jolla zu nennen. 

Weitere vorteilhaf te Vektoren zur Verwendung in Hefe sind pYep- 
Secl (Baldari, et al,, (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan 

10 and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz 

et al., (1987) Gene 54:113-123), and pYES-Derivate, pGAPZ-Deri- 
vate, pPICZ-Derivate sowie die Vektoren des *Pichia Expression 
Kit* (Invitrogen Corporatioil, San Diego, CA) . Vektoren ftlr die 
Nutzung in filamentosen Pilzen sind beschrieben in: van den Hon- 

15 del, C. A. M.J, J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and 
vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular 
Genetics of Fungi, J.F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge. 

20 Alternativ kdnnen auch vorteilbaft Iiisektenzellexpressions- 

vektoren genutzt werden z.B. f-Qr die Expression in Sf9, Sf21 oder 
Hi5 Zellen, welche tiber rekombinante Baculoviren infiziert wer- 
den- Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith, et al. 
(1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) xxad der pVL series (Lucklow 

25 and Siommers (1989) Virology 170:31-39). Weiterhin genannt seien 
die Baculovirus Express ionssysteme ''MaxBac 2.0 Kit" und Insect 
Select System* von Invitrogen, Calsbald oder '^BacPAK Baculovirus 
Expressionssystem" von CLOOTECH, Palo Alto, CA. Insektenzellen 
eignen sich in besonderer Weise z\ir tJberexpression eukaryonti- 

30 scher Proteine, da sie posttranslationale Modif ikationen der Pro- 
teine durchfilliren, die in Bakterien und Hefen nicht mSglich sind. 
Die Handhabung von Insektenzellen in Zellkultur sowie ihre Infek- 
tion zur Expression von Proteinen sind dem Fachmann bekannt und 
kannen in Analogie zu bekannten Methoden erfolgen (Luckow xrnd 

35 Simmers, Bio/Tech. 6, 1988, pp. 47-55; Glover and Hames (eds) in 
DNA Cloning 2, A practical Approach, Expression Systems, Second 
Edition, Oxford University Press, 1995, 205-244). 

Des weiteren k5nnen zur Genexpression vorteilbaft Pflanzenzellen 
40. Oder Algenzellen genutzt werden. Beispiele ftir Pflanzen- 

expressionsvektoren finden sich wie obenstehend erwShnt in Bek- 
ker, D.- et al . <1992) ''New plant binary vectors with selectable 
markers located proximal to the left border". Plant Mol. Biol. 
20: 1195-1197 oder in Bevan, M.W. (1984) ''Binary Agrobacterium 
45 vectors for plant transformation'', Nucl. Acid. Res. 12: 
8711-8721. 
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Weiterhin kSimen die erf indungsgemaiSen Nukleinsaiiresequenzen 
in SSugerzellen exprimiert warden, Beispiel ftir entsprechende 
Expressionsvektoren siiid pCDMS und pMTZPC genaimt in: Seed, B. 
(1987) Nature 329:840 oder Kaufman et al. (1987) EMBO J. 
5 6:187-195) • Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren vi- 
ral en Urspr\jmgs wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, 
Cytomegalovirus oder Simian Virus 40. Weitere prokaryotische und 
eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in Kapitel 16 wad 
17 in Sambrook et al.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
10 2nd, ed. , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. Weitere vorteil- 
hafte Vektoren werden in Hellens et al. (Trends in plant science, 
5, 2000) beschrfeben. 

#Die transgenen Organismen, welche eine NiikleisSuresequenz oimfas- 
send 

enthalten, werden im Rahmen der vorliegenden Erf indxang. bean- 
sprucht . 

20 

S^tliche, oben beschriebenen AusftUirungsformen der trauisgenen 
Organismen werden unter dem Begrif f **erf indungsgemSfier transgener 
Organismus'' zusammengef aSt . 

25 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die Ver- 
wendimg von Mai at Dehydrogenase, bevorzugt MDH in einem Verfahren 
zur Identif izierung von Testverbindungen mit herbizider Wirkung. 

• Bevorzugt lamfasst das erf indiangsgemafie Verfalaren zur Identifizie- 
rung von Verbindungen mit herbizider Wirkung die f olgenden 
Schritte : 

i. Inkontaktbringen von Malat Dehydrogenase, bevorzugt von MDH 
mit einer oder mehreren Testverbindungen unter Bedingungen, 

35 die die Bindimg der Testverbindxmg(en) an die Malat Dehydro- 

genase, bevorzugt MDH erlauben; und 

ii. Nachweis, ob die Testverbindung an die Malat Dehydrogenase, 
bevorzugt an die MDH aus i) bindet; oder 

40 . 

iii . Nachweis, ob die Testverbindoing die enzymatische oder biolo- 
gis-che Aktivi.tat der Malat Dehydrogenase, bevorzugt der MDH 
aus i) reduziert oder blockiert; oder 



- 45 
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iv, Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription, Transla- 
tion Oder Expression einer Malat Dehydrogenase/ bevorzugt MDH 
reduziert oder blockiert. 

5 Der Nachweis gemaS Schritt (ii) des oben stehenden Verfahrens 
kaim anhand von Techniken, welche die Wechselwirkimg zwischen 
Protein land Ligand aufzeigen, erfolgen. Hierbei kann entweder die 
Testverbindung oder das Enzym eine detektierbare Markienang ent- 
halten, wie z.B. eine f luoreszierende/ radioisotope, chemiluini- 
10 neszierende oder enzymatische Markierung. Beispiele fiir enzymati- 
sche Markienmgen sind Meerrettich Peroxidase, alkalische Phosp- 
hatase Oder Luzifierase. Die anschlieSende Detektion richtet sich 
nach der Markierung und ist dem Fachmann bekannt. 

15 Hierbei sind insbesondere fiinf bevorzugte Aus fuhrungs f ormen zu 
nennen, die im Zusammenhang iciit der vorliegenden Erfindimg auch 
ftlr Hochdurchsatzmethoden (High Troughput Screening, HTS) geei- 
gnet sind: 

20 1. iJber Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) (Proc. 

Natl, Acad. Sci. USA (1994) 11753-11575) ISSt sich die durch- 
schnittliche Diffusionsrate eines FluoreszenzmolekCils in Ab- 
hangigkeit zur Masse in einem kleinen Probenvoliimen bestim- 
men. Durch Messen der Massenanderxmg bzw. der daraus resul- 

25 tierenden ver&aderten Dif funsionsrate einer Testverbindung 

beim Binden an die Malat Dehydrogenase, bevorzugt die MDH 
l^t sich FCS zur Bestiinmung von Protein-Ligand-Wechselwir- 
kungen einsetzten. Ein erf indungsgemafies VerfaHren kann di- 
rekt zur Messxmg der Bindung einer dxirch ein Fluor eszenzmole- 

30 kQl markierten Testverbindung aufgebaut werden, Altexnativ 

kann das erf indungsgemaBe Verfahren so konzipiert sein, dass 
eine durch ein Fluor eszenzmolektll markierte chemische Refe- 
renzverbindung durch weitere Testverbindungen verdrangt wird 
CVerdrandungsassay'') • 

35 

2. Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Eigenschaft eines mit 

polarisiertem Dicht angeregten ruhenden Fluorophors ebenfalls 
wieder polarisiertes Licht zu emittieren- Kann der Fluorophor 
allerdings wahrend des angeregten Zustcoids rotieren^ so geht 

40 , die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder 
weiyLger verloren. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Tempe- 
ra tsur, Viskositat, Losungsmittel) ist die Rotation eine Fxink- 
tion der MolektilgrGiSe , woinit man iiber das Messsignal eine 
Aus sage tiber die Gr5&e des am Fluorophor gebundenen Rests 

45 treffen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). 

Ein erf indimgsgemalSes Verfahren kann direkt zur Messung der 
Bindung einer durch ein Fluoreszenzmolektil markierten Test- 
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verbindung an die Malat Dehydrogenase, bevorzugt die MDH auf- 
gebaut werden. Alteamativ kann das erfindungsgem^e Verfahren 
auch in Form des unter 1 beschriebenen *VerdrSngungsassays* 
konzipiert sein\ 

Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranfer" (FRET) basiert auf der 
strahlungsloseii Energieiibertragung zwischen zwei r^runlich be- 
nachbarten Fluor eszenzmolekill en unter geeigneten Bedingxmgen . 
Eine Voraussetznng ist die tiberlappung des Emiss ions spekt ruins 
des Donormolekiils mit dem Anregungsspektrum des Akzeptormole- 
ktlls, Durch Fluores zenzmarkierung der Malat Dehydrogenase, 
bevorzugt der MDH xind den auf Bindung Tetsverbindung kaim 
mittels FRET die Bindung gemessen werden (Cytometry 34, 1998, 
pp. 159-179) . Alteimativ kaim das erf indungsgemaSe Verfahren 
auch in Form des unter 1 beschriebenen ^VerdrSngungsassays" 
konzipiert sein. Eine besonders geeignete Ausftihnmgsf orm der 
FRET Technologie ist die "Homogenous Time Resolved Fluore- 
scence' (HTRF) , wie sie von Packard Bioscience vertrieben 
wird. 

Surface Enhanced-Laser Desorption/Ionisation (SELDI) in Kom- 
bination mit einem '^Time of Flight" Massenspektrometer (MIUIj- 
DI-TOF) ermoglicht die schnelle Analyse von Molekulen auf ei- 
nem Trager tmd kann zur Analyse von Protein-Ligand Wechsel- 
wirkungen verwendet werden (Worral et al., (1998) Anal. Bio- 
chem. 70:750-756) • In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm immo- 
bilisiert man nion die Malat Dehydrogenase, bevorzugt die MDH 
auf einem geeigneten Trager und ink\ibiert diesen mit der 
Testverbindung, Nach einem oder mehreren geeigneten Wasch- 
schritten kann man die an die Malat Dehydrogenase, bevorzugt 
die MDH zusStzlich gebundenen Molekule der Testverbindxmg 
mittels der oben erwahnten Methodik detektieren -and somit an 
die Malat Dehydrogenase, bevorzugt an die MDH gebundene Test- 
verbindungen selektieren. 

Die Messung von OberflSchen Plasmonenresonanz basiert auf der 
-Snderung des Brechnungsindexes an einer Oberf lache beim Bin- 
den einer Testverbindiang an ein auf besagter OberflSche immo- 
bilisierten Protein. Da die &aderung des Br echungs index ftlr 
eine definierte Anderung der Massenkonzentration an der Ober- 
flache quasi fur alle Proteine und Polypeptide identisch ist, 
karaa diese Methode prinzipiell auf jedes Protein angewendet 
werden (Lindberg et al. Sensor Actuators 4 (1983) 299-304; 
Malmquist Nature 361 (1993) 186-187) . Die Messxing kann bei- 
pielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) vertriebenen 
auf Oberf lachen-Plasmonenresonanz basierenden- Analyseautoma- 
ten in einem Durchsatz von derzeit bis zu 384 Proben pro Tag 
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dixrchgefiilirt werden. Ein erf indungsgemaEes Verfahren kann di- 
rekt zur Messung der Bindtong elner Testverbindtmg an die Ma- 
lat DehydjTogenase, bevorzugt an die MDH aufgebaut werden. Al- 
temativ kann das erf indungsgemaSe Verfahren auch. in Form des 
5 Tonter 1 beschriebenen "^VerdrSngungsassays" konzipiert sein. 

Die tiber die oben genannten Verfahren 1 bis 5 -identif izierten 
Verbindungen kdnnen als Inhibitoren geeignet sein. Samtliche, 
tiber die oben genannten Verfahren identif izierten Substanzen k6n- 
10 nen anschliejSend in einer anderen Ausftihrungsform des erfindungs- 
gemSfien Verfahrens auf ihre herbizide Wirkung <iberpraft werden . 

Auch besteht die M5glichkeit, tiber Aufklariing der dreidimensiona- 
len Stmktxir der Malat Dehydrogenase, bevorzugt der MDH mittels 

15 Ron tgenstruktur analyse weitere potentielle herbizide Wirkstof fe 
mittels **Molecular Modelling'' zu detektieren. Die Herstellung vort 
ftir die R5ntgenstruktur analyse benStigten Proteinkristallen sowie 
die entsprechenden Messungen und anschlieSenden Auswer'tungen die- 
ser Messimgen, die Detektion einer Bindxmgs telle im Protein sowie 

20 die Vorhersage mSglicher Inhibitorstrukturen sind dem Fachmann 
bekannt. Ober ^^Molecular Modelling." ist prinzipiell auch eine Op- 
timieriing der tiber die oben genannten Verfahren identif izierten 
Verbindungen moglich. 

25 Eine bevorzugte Ausftlhrungsf orta des erf indungsgemalSen Verfahrens, 
das auf den Schritten i) und ii) basiert, besteht darin, daS eine 
Testverbindung selektiert wird, welche die enzymatische Aktivitat 
einer Malat Dehydrogenase, vorzugsweise MDH reduziert oder blok- 
kiert, wobei die Aktivitat der mit der Testverbindomg inkubierten 

30 Malat Dehydrogenase, vorzugsweise MDH mit der Aktivitat einer 
nicht mit einer Testverbindung inkubierten Malat Dehydrogenase, 
vorzugsweise MDH verglichen wird. 

Eine bevorzugte Ausftirhungsfona des auf den Schritten i) und ii) 
35 basierenden Verfahrens besteht darin, dass 

i. eine Malat Dehydrogenase, bevorzugt eine MDH in einem erfin- 
dxingsgemafien, transgenen Organismus exprimiert wird oder ein 
Organismus, der naturgemSfi eine Malat Dehydrogenase, bevor- 

40^ zugt MDH enth^lt, kultiviert wird; 
»« 

ii. die* Malat Dehydrogenase, bevorzugt die MDH aus Schritt i) im 
Zellaufschluss des transgenen bzw. nicht transgenen Organis- 
mus, in partiell gereinigter Foiom oder in zur HomogenitSt ge- 

4S reinigten Form mit einer Testverbindung in Kontakt gebracht 

wird; und 
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iii.eine Verbindiing selektiert wird, welche die Aktivitat der Ma- 
lat Dehydrogenase, bevorzugt der MDH reduziert oder blok- 
kiert, wobei die Aktivitat der mit der Testverbindung inku- 
bierten Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH mit der Aktitivtat 
5 einer nicht mit einer Testverbind\ing inkubierten Malat Dehy- 

drogenase, bevorzugt MDH ermittelt wird. 

Die Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH enthaltende L5sung kann 
aus dem Lysat des ursprOnglichen Organismus oder des transgenen, 

10 mit einer erf indungsgemafien Expressionskasette trans formier ten 
Organismus bestehen. Falls erforderlich kann die Malat Dehydroge- 
nase, bevorzugt MDH partiell oder vollstandig uber gangige Metho- 
den aufgereinigen werden. Eine allgemeine tJbersicht Ober gangige 
Techniken zur Reinigung von Proteinen sind beispieLsweise in Aus- 
^^^L5 ubel, F.M. et al.. Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing Assoc* and Wiley-Inter science (1994) ; ISBN 
0-87969-309-6 beschrieben. Bei rekombinanter Darstelliing kann 
eine Reinigung des mit einem Af f initats-Tag fusionierten Proteins 
"Qber nach dem Fachmann bekannten Af f initatschromoatographie er- 

20 folgen. 

Die fiir in vitro Verfahren benotigte Malat Dehydrogenase, bevor- 
zugt MDH kann somit entweder mittels heterologer Expression aus 
einem erf indungsgemaSen, transgenen Organismus oder aus einem Or- 
25 ganismus, der ein Enzym mit der enzymatischen Aktivitat vorzugs- 
weise biologischen einer Malatdehydrogenase enthalt, isoliert 
werden, zum Beispiel aus einer unerwiinscbten Pflanze, wobei unter 
dem Begrif f der unerwunschten Pflanze die eingangs erwahnten Spe- 
zies zu verstehen sind. 

^^^m Zur Identif izierung von herbiziden Verbindungen wird nun dxe Ma- 
lat Dehydrogenase, bevorzugt MDH mit einer Testverbindung inku- 
biert. Nacb einer Reaktionszeit wird die enzymatische Aktivitat 
der mit der Testverbindung inkubierten Malat Dehydrogenase^ be- 
. 35 vorzugt MDH mit der enzymatischen Aktitivtat einer nicht mit ei- 
ner Testverbindung inJoibierten Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH 
ermittelt. Bei Inhibition der Malat Dehydrogenase, bevorzugt MDH 
beobachtet man eine signif ikante Abnahme der Aktivitat im Ver- 
gleich zur Aktivitat des nicht inhibierten erf indungsgemafien Po- 

40 . lypeptides, wobei eine Abnahme von mindestens 10%, vorteilhaft 
mindesteti^ 20%, bevorzugt mindestens 3 0%, besonders bevorzugt \am 
mindest-ens 50% bis .hin zu einer 100% Reduktion (Blockieirung) er- 
zielt wird. Bevorzugt mindestens 50% Hemmung bei Konzentrationen 
.. der Testverbindung von 10-^ M, bevorzugt bei 10^5 m, besonders be- 

45 vorzugt von 10"6 m bezogen auf Enzymkonzentration im mikromolaren 
Bereich. 
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Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Malat Dehydroge- 
nase, bevorzugt MDH kaim beispielsweise tiber einen Aktivi tats test 
er£olgen, in welcliem die Zunahme des Produktes, die Abnalime des 
Siibstrates (bder Ediiktes) bzw. die Ab-oder Zuname des Cofaktors 
5 Oder liber eine Kombinatipn aus mindestens zwei der vorstehend ge- 
naimten Parameter in Abhangigkeit einer definierten Zeitspanne 
bestimmt werden. 



Beispiele ftir geeignete Substrate sind z.B, Malat {-)-Tar- 
trate(S,S), (S)-Malate/ 2 -Hydroxybutyrat , 2-Hydroxyglutarate 
2-Hydroxyinalonat, 2-Oxobutyrat , 2-oxoglutarat, Ketomalonat, L-Ma- 
lat, meso-Tartrat (S,R) , oxalacetat und fiir geeignete Cofaktoren 
NAD+, NADH, APAD, APADH. Je nach verwendeter Malat Dehydrogenase 
kann auch NADPH als Costibstrat eingesetzt werden. Gegebenenfalls 
■^^ konnen auch Derivate der vorstehend genannten Verbindungen ver- 
wendet werden, - die eine detektierbare Markieamng enthalten, wie 
z.B. eine £luoreszierende, radioisotope oder chemilumineszierende 
Markierung. 

Die ftir den Aktivi tats test einzusetzenden Mengen an Substrat k6n- 
nen zwischen 0,5-100 mM nnd Mengen an Cofaktor zwischen 0.1-5 mM 
bezogen auf 1-100 jxg/inl Enzym liegen. 

Die Bestimmung der Aktivitat kann beispielsweise in Analogie zu 
dem von Gietl et al (1996, BBA 1274, 48-58) beschriebenen Verfah- 
ren erfolgen. 



30 



Des weiteren kann die Bestimmung der Aktivitat in Schritt iii) 
des oben genannten Verfahrens 

a) photometrisch tiber die Umwandlung von NADH zu NAD"*"; und/oder 

b) photometrisch iiber die Umwandlung von NAD+ zu NADH erfolgt; 
Oder 

35 

c) photometrisch tiber die Umwandlung von APAD zu APADH; oder 



erfolgen. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsf orm des er f indungsgemg Sen Verfahrens, 
das auf -"den Schritten i) \md iii) basiert, besteht aus den fol- 
genden Schritten:* 

- i. Herstellung eines transgenen Organismus enthaltend eine Nu- 
kleinsSuresequenz kodierend ftir eine glyoxsomale Malat Dehy- 
drogenase umfassend 
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a) eine NukleinsS\iresequenz mit der in SEQ ID NO:l darge- 
stellten Nioklelnsaxiresequenz; oder 

b) eine Nukleinsa\iresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- 
5 stellten Nukleinsaiiresequenz; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes d\irch Riickiibersetzung aus der 
in SEQ ID NO: 3 dargestellten Aminos auresequenz ableiten 

10 last; Oder 

d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten' genetischen Codes durch RiickObersetzung der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID 
N0:3^ das eine Identitiat- mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 
stens 66%, vorzugsweise 81% aufweist, ableiten IcLiSt; 

ii . Aufbringen einer Testverbindung auf den transgenen Organismus 
nach i) und auf einen nicht- transgenen Organisiftus des glei- 

20 Chen Genotyps; 

iii . Bestimmen des Wachstums oder der tJberlebensf ahigkeit des 
transgenen und des nicht transgenen Organismus nach der Auf- 
bringung der Testverbindung; und 

25 

iv. Selektion von Testverbindungen, die ein vearmindertes Wachstiim 
Oder eingeschrSnkte Uberlebensf ahigkeit des nicht-transgenen 
Organismus bewirken verglichen mit dem Wachstum des transge- 
nen Organismus bewirken. 

Hierbei betragt der Wachstimisunterschied der in Schritt iv) zur 
Selektion eines Inhibitors itiit herbizider Wirkxmg mindestens 10%, 
vorzugsweise 20%, bevorzugt 30%, besonders bevorzugt 40% und ganz 
besonders bevorzugt 50%, 

35- 

Der transgene Organismus ist hierbei vorzugsweise eine Pflanze, 
Alge, ein Cysuaobakterium z.B. der Gattung Synechocystes oder ein 
Proteobakterivim* wie etwa Magnetococcus sp, MCI, bevorzugt Pflan- 
zen, die sich mittels gangiger Techniken trans formier en lassen, 

40 wie Arabidopsis thaliana, Solanimi tuberosxam, Nicotiana Tabacum, 
Cyanobakterien die sich leicht trans formier en lassen, wie z.B. 
Synechocystis/ in welchen die ftir ein erf indungsgemSJSe Polypeptid 
kodierende Sequenz iiber Transformation inkoirporiert wurde. Diese 
transgenen Organismen weisen daher eine erhohte Tolersmz gegen 

45 Verbindungen auf, welche das erfindungsgemalSe Polypeptid inhibie- 
ren. Hierbei konnen auch ''knock-out." -Mutant en verwendet werden, 
bei denen das in diesem Organismus nattirlich vorhanden'e analoge 
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Gen ftir Malat Dehydrogenase^ bevorzugt MDH gezielt ausgeschaltet 
worden ist. 

Die vorstehend genannte Ausftilrrungsf orm des erf indungsgemaiSen 
5 Verfahrens kann jedoch auch zur Identif izierrmg von Substanzen 
mit wachstumsregulatorischer Wirkung verwendet werden. Hierbei 
wird als transgener Orgcuaismus elne Pflanze elngesetzt. Das Ver- 
fahren zur Identif izierxing von Substanzen mit wachstumsregulato- 
rischer Wirkung \nnf as St somit die folgenden Schritte: 

0 

i. Herstelluhg einer transgenen Pflanze enthaltend eine Nuklein- 
s^xiresequenz kodierend ftir eine glyoxsomale Malat Dehydroge- 
nase \xmfassend 



15 a) eine Nxikleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 darge- 

stellten NukleinsSuresequenz; oder 



20 



b) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- • 
stellten Nukleinsaviresequenz; oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgnmd des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckiibersetzung aus der 
in SEQ ID NO: 3 dargestellten Aminos auresequenz ableiten 
last; Oder 



25 



d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Rticktibersetzung der Ami- 
nosSirresequenz eines fxinktionellen Aqpjiivalents der SEQ ID 
N0:3, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 
30 stens 66%, vorzugsweise 81% aufweist, ableiten la&t; 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze nach 
i) und auf eine nicht- transgene Pflanze der gleichen Sorte; 

35 iii . Bestimmen des Wachstimis oder der tJberlebensf ahigkeit' der 

transgenen und der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbrin- 
gen der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum 
40 . der nicht- transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem 
Waclxstum der transgenen Pflanze. 

Hierbei werden in Schritt iv) Testverbindungen selektiert, die 
ein verandertes Wachstum des nicht-transgenen Organismus bewirken 
45 verglichen mit dem Wachstum des transgenen Organmismus bewirken. 
Unter verandertem Wachstum ist hierbei eine Heramung des vegetati- 
ven Wachstums der Pflanzen zu verstehen, was sich insbesondere in 
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einer Reduziening des Iiaagenwachstiuns a\ifieren kaian. Die behandel- 
ten Pflanzen weisen demgem^ einen gedrungenen Wuchs auf ; aufier- 
dem ist eine dunklere Blattfarbung zu beobachten. Weiterhin ist 
xmter ver&idertem Wachsttim auch eine zeitlicbe Veranderxing des 
5 Reifeverlauf s; eine Heumnrung oder Vermehnangen seitlicher Ver- 
zweigvmgen der Pflanzen, eine Verkttrzung bzw. Verlangerung der 
Entwicklungsstadien, eine Erhdhnng der Standf estigkeit, das 
Wachstum groSerer Mengen an Knospen, Bltiten, Blattem, Frticbten, 
Sainenkomem, Wurzeln \ind Knollen, eine Erhohung des Zuckergehal- 
10 tes in Pflanzen wie Zuckerrtiben , Zuckerrohr spwie Zitrusfrtlchten, 
des Proteingehaltes in Pflanzen wie Getreide oder Soja oder 
eine Stimulienmg des LatexfluS an Gxammibaumen zu verstehen. Die 
Detektion dieses' verSnderten Wachstmns ist dem Fachmaim bekannt. 




5 Nach dem erf indungsgemSlSen Verfahren konnen auch mehrere Testver- 
bindomgen in einem erf indungsgeioaSen Verfahren eingesetzt werden. 
Wenn durch. eine Gruppe von Testverbindungen eine Beeinf lussxing 
des Targets erfolgt, dann ist es entweder moglicb, die einzelnen 
Testverbindungen direkt zu isolieren oder die Gruppe von Testver- 
20 bindungen in verschiedene Untergaruppen zu teilen, z.B. wenn sie 
aus einer Vielzabl von verschiedenen Kontponenten besteht, lom so 
die Zahl der verschiedenen Testverbindungen im erf indungsgema£en 
Verfahren zu reduzieren. Das erf indxangsgemaJSe Verfahren wieder- 
holt man dann mit der einzelnen Testverbindung oder der entspre- 
25 chenden Untergruppe von Testverbindimgen. Abhangig von der Kom- 
plexitS.t der Probe konnen die oben beschriebenen Schritte mehr- 
mals wiederholt werden, vorzugsweise bis die gemSiS der erfin- 
dvmgsgemaSen Methode identif izierte Untergruppe nur noch eine ge- 
ringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Testverbin- 
0 dung umfciSt. 

Alle oben beschriebenen Verfahren f\ir die Identif izierung von In- 
hibitoren mit herbizider oder wachstimsregulatorischer Wirkung 
werden im folgenden als ^erf indungsgemSfie Verfahren*' bezel chnet. 

35 

Samtliche, tlber die erf indungsgemaSen Verfahren identif izierten 
Verbindungen kSnnen anschliefiend auf ihre herbizide oder wach- 
stumsregulatorische Wirkung in vivo tiberpraft werden. Eine Mog- 
lichkeit zur Priifiang der Verbindungen auf herbizide Wirkung ist 

40. die Verwendxmg der Wasserlinse Lemna minor in Mikrotiteirplatten, 
Als Parameter konnen Verander\JLngen des Chlorophyllgehalts und die 
Photosyntheseleistung gemess^n werden, Es ist auch moglich, die 
Verbindung auf \merwtinschte Pflanzen direkt 'zu applizieren, wobei 
... die herbizide Wirkung z.B. iiber eingeschrfinktes .Wachstum festge- 

45 stellt werden kann. 
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Das erfindirngsgemafie Verfahren kann auch vorteilhaft in Hoch- 
durchsatzverfahren, sog. HTS dxirchgeftihrt werden, welches das 
parallele Testen einer Vielzahl verschiedener Verbindiingen erni5g- 
licht. 

5 

Im HTS bietet sich fiir die praktische Durclifiihr\aiig die Verwendmig 
von TrSgern an, die eines oder mehrere der erf indiingsgemaSen Nu- 
kleinsauremolekule, einen oder mehrere die erf ingimgsgemaJSe Nu- 
kleinsanresequenz enthaltenden Vektoren^ ■ einen oder mehrere 

10 transgene Organismen, welche mindestens eine der erf indungsgema- 
ISen NukleinsSxiresequenzen enthalten oder eines oder mehrere 
(Poly) peptide codiert ttber die erf indungsgem^en Nuldeinsaurese- 
quenzen enthalten, Der verwendete Trager kann fest oder fiassig 
sein, ist bevorzugt fest, besonders bevorzugt eine Mikrotiter- 

15 platte. Die vorstehend genannten Trager sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. GemklS der am weit verbreitesten Tech- 
nik werden 96-well, 384-well und 1536 well Milcrotiterplatten ver.- 
wendet, die in der Kegel Volumina von 2 00}Xl tomfassen kbnnen. Ne — 
ben den Mikrotiterplatten sind die weiteren Bestandteile eines 

20 HTS-Systems passend zu den entsprechenden Mikrotiterplatten wie - 
viele Instnamente, Materialien, automatische Pipettiervorichtun- 
gen, Robotoren, automatisierte Plattenleser sowie Plattenwascher 
kommerziell erhaltlich. 

25 Neben den auf Mikrotiteirplatten basierenden HTS-Verfahren konnen 
auch sogenannte ^free format assays'' oder Testsysteme, die zwi- 
schen den Proben keine physischen Barrieren aufweisen, verwendet 
werden wie z,B. in Jayaickreme et al., Proc. Natl- Acad. Sci 
U.S.A. 19 (1994) 161418; Chelsky, ^Strategies for Screening Com- 

30 binatorial Libaries, First Annual Conference of The Society for 
Biomolecular Screening in Philadelphia, Pa. (Nov. 710, 1995); 
Salmon et al.. Molecular Diversity 2 (1996), 5763 und US 
5,976,813, 

35 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit her- 
bizider Wirkung identif iziert nach den erf indungsgemaSen Verfah- 
ren. Diese Verbindungen werden im folgenden ^selektierte Verbin- 
dungen"* genanht. Sie weisen ein Molekulargewicht von kleiner als 
1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 500 g/mol, bevorzugt kleiner 400 

40,g/mol, besonders bevorzugt kleiner 300 g/mol. Verbindungen mit 
herbizi^er Wirkung weisen einem Ki-Wert kleiner 1 mM, bevorzugt 
kleiner- 1 HM, besonders bevorzugt kleiner 0,1 ^xM ganz besonders 
bevorzugt kleiner 0,01 |XM aufweisen. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfind\mg sind Verbindungen mit wach- 
stumsregulatorsicher Wirkung identif iziert nach den erf indimgsge- 
zoaSen VerfcJaren. Auch -diese Verbiudiingen werden im folgenden '*se- 
lektierte Verbindungen" genannt. 

5 

Die selektierte Verbindxangen kSnnen natOrlich auch in Form ihrer 
landwirtschaf t brauchbaren Salze vorliegen. Unter landwirtschaf t~ 
lich brauchbaren Salzen konmen vor allem die Salze derjenigen 
Kationen oder die Saureaddifcionssalze derjenigen Sauren in Be- 
10 tracht^ deren Kationen beziehungsweise Anionen die herbizide Wir- 
kung der tiber die erf indxmgsgemafien Verfahren identif izierten 
Verbindungen mit herbizider Wirkung nicht negativ beeintrach- 
tigen. 

•5 Femer konnen die selektierte Verbindungen sof ejm sie asymmetri- 
sch substituierte a-Kohlenstof fatome enthalten, entweder als Ra- 
cemate, Enantiomerengemische, reine Enantiomere oder, sofern sie- 
chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereomerengeiaische 
vorliegen. 

20 

Die selektierten Verbindxangen kSnnen chemisch synthetisierte oder 
mikrobiologisch produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten 
von z.B. Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen auftreten. Das Re- 
aktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine Zelle 
25 Oder Zellkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann 
bekannt und werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecu- 
lar Biology the cell, 3^^ Edition (1994), z.B, Kapitel 17. Die se- 
lektierte Verbindungen kSnnen auch aus xxmf angreichen Sub.stanzbi- 
bliotheken stammen. 

^^^m M6gliche Testverbindungen konnen Express ionsbibliotheken wie z.B. 
cDNA-Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine, Nukleinsaxaren, 
AntikOrper, kleine organische Stoffe, Hormone, PNAs oder ^hnli- 
ches sein (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell. 
.35 83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell, 79 (1994), 193-198 und darin 
zitierte Ref erenzen) • 

Die selektierte Verbindungen k5nnen zur Bekaitpfung von uner- 
wQnschtem Pf lanzenwuchs und/oder als Wachstumsregulatoren verwen- 
40 .det werden. Herbizide Zusammensetzungen, welche die selektierten 
Verbindung^en enthalten, bekampfen Pf lanzenwuchs auf Nichtkultur- 
flachen-sehr gut. 3;rL Kulturen wie Weizen, Reis, Mais, Soja \ind 
Baumwolle wirken sie gegen Unkrauter und SchadgrSser, ohne die 
Kulturpf lanzen nennenswert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor 
• 45 allem bei niedrigen Aufwandmengen auf. Die selektierten Verbin- 
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dungen k5imen zur Beksimpfung der oben bereits erwahnten Schad- 
pflanzen verwendet werden. 

In Abh^gigkeit von der jeweiligen Applikationsmethode kdnnen se- 
5 lektierten Verbindungen bzw, diese enthaltende herbizide Zusam- 
mensetzungen vorteilbaf t noch in einer weiteren Zabl von Kultur- 
pf lanzen zur Beseitigxmg unerwQnschter Pflanzen eingesetzt wer- 
den. In Betracht: kommen beispielsweise folgende Kulturen: 

10 Allium cepa. Ananas comosus, Arachis bypogaea, Asparagus 

officinalis. Beta vulgaris spec, altissima. Beta vulgaris spec, 
rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus var. napo- 
brassica, Brassica rapa vcir. silvestris. Camellia sinensis, 
Carthamus tinctorius, Carya illinoinensis, Citms limon. Citrus 

15 sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, Coffea liberica) , 
Cucumis sativus, Cynodon dactyl on, Daucus carota, Elaeis 
guineensis, Fragaria vesca. Glycine max, Gossypium hirsuttam, 
(Gossypium arboreu?n, Gossypivim herbaceim, Gossypium vitif olium) , " 
Heliantbus annuus, Heyea brasiliensis , Horde-um vulgare, Humulus 

20 lupulus, Ipomoea batatas, Juglans regia, Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot 
esculenta, Medicago sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum 
(N.rustica) , Olea europaea, Oryza sativa, Phaseolus lunatus, 
Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, 

25 Primus avium. Primus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, 

Ricinus communis, Saccharum officinarum, Secale cereale, Solanum 
tiiberosum. Sorghum bicolor (s, vulgare), Tbeobroma cacao, Tri- 
f olium pratense, Triticum aestivum, Triticum durum, Vicia faba, 
Vitis vinifera, Zea mays. 

30 

DartLber binaus k5imen die selektierten Verbindungen auch in Kul- 
turen, die durch Zilchtimg einschlieSlich gentechnischer Methoden 
gegen die Wirkung von Herbiziden tolerant sind, verwandt werden. 
Die Herstellung dieser Kulturen wird weiter imten beschrieben, 

35 

Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
der oben bereits erwahnten herbiziden oder wachstumsregulatori- 
schen Zusammensetzung, dadiirch gekennzeichnet dass man selektier- 
ten Verbindimgen mit geeigneten Hilfsmitteln zu Pf lanzenschutz- 
40 .'mitteln fonmiliert. 
<• 

Die selektierten- Verbindungen kttnnen z.B, in Form von direkt ver- 
sprtLhbaren wSssrigen Losungen, Pulvem, Suspensionen, auch hoch- 
prozentigen wSfirigen, 5ligen oder sonstigen Suspensionen bzw. 
45 Suspoemulsionen oder Dispersionen, emulgierbaren Konzentraten, 
Emulsionen, Oldispersionen, Pasten, StSubemitteln, Streumitteln 
Oder Granulaten formuliert werden imd durch Versprtihen, Veme- 



BASF AktiengesalO^^aft: 20020838 PF 542^BE 



38 

beln, Verstauben, Verstreuen oder Giefien angewendet werden. Die 
Anwendungsformen riclaten sich nach den Verwendungszwecken und der 
Natur der selektierten Verbindiingen xind sollte in jedem Fall mag- 
liclost die feinste Verteilung der selektierten Verbindxingen ge- 
5 wahrleisten. Die herbiziden Zusammensetzung enthalten eine herbi- 
zid wirksame Menge mindestens einer selektierten Verbindimg "und 
fur die Formulierimg von herbiziden Zusaiomensetziingen Cliche 
Hilfsstoffe. 

10 Ztir Herstellxing von Emulsionen/ Fasten oder wSssrigen oder 61hal- 
tigen Formulierungen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) k5n- 
nen die selektierten Verbindungen in einem 01 oder Losungsmittel 
gelost Oder dispergiert werden, wobei weitere Formulieirungshilf s- 
stoffe zur Homogenisierung zugesetzt werden konnen. Es kSnnen 

•5 aber aucb aus selektierter Verbindung, gegebenenfalls LSsungsmit- 
teln Oder 01 sowie optional weiteren Hilfsmitteln bestehende 
fltissige oder feste Konzentrate hergestellt werden, die zur Ver-. 
diinnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emulgier- 
bare Konzentrate (EC, EW) , Suspensionen (SC) , 16sliche Konzen- 
20 trate (SL) , dispergierbaren Konzentrate (DC) , Fasten, Fastillen 
netzbaren Pulvem oder Granulaten, wobei die festen Foimalierun- 
gen entweder in Wasser loslich (soluble) oder dispergierbar (wet- 
table) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Fulver bzw* 
Granulate oder Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb oder 
25 eine vorzeitige Wirkstof f freisetzung verhinderenden tiberzug 
("coating") versehen werden. 

Frinzipiell sind unter dem Begriff ^"Hilf smitt.el" folgende Verbin- 
dungsklassen zu verstehen: Antischaumungsmittel , Verdi cker, Netz- 

• mittel, Haftmittel, Dispergiermittel, Emulgiermittel, Bakterizide 
imd/oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutung der oben genannten 
Mittel ist dem Fachmann bekannt. 

SLs, EWs und ECs kSnnen doirch einf aches Mischen der entsprechen- 
3S den Inhaltsstof f e hergestellt werden, Pulver liber Mischen oder 
Venciahlen in speziellen Muhlentypen (z.Bsp, Hammermiihlen) • DC, 
SCs -und SEs werden tibliche3ntfeise iiber NaiSvermahlung ("wet mill- 
ing") hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer 
organischen Phase, die weitere Hilfsiaittel oder selektierte Ver- 
40 .bindungen enthalten kann, hergestellt werden kann. Die Herstel- 
l\mg ist bekannt, Fulver-, Streu- und Staiibemittel konnen vor- 
teilhaf fe durch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen 
S\ibstanzen mit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Gra- 
nulate, z.B. Umhtlllungs-, Impragnierxings- und Homogengranulate 
- 4-5* kdnnen diirch Bindung der selektierten Verbindungen an feste Tra- 
gerstof fe hergestellt werden, Weitere Details der Herstellung 
sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp.* in folgenden Schriften auf- 
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gefiihrt: US 3,060,084, EP-A 707445 (fiir fltissige Konzentrate) , 
Broxming, ''Agglomeration'' , Chemical Engineering, Dec. 4, 1967, 
147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th Ed., McGraw- 
Hill, New York, 1963, pages 8-57 xind ff . WO 91/13546, US 
5 4,172,714, US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 

5,232,701, US 5,208,030, GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, 
Weed Control as a Science, John Wiley and Sons^ Inc., New York, 
1961, Hance et al . , Weed Control Handbook, 8 th Ed., Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1989 tind Mollet, H., Grubemann, 
10 A. , Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Fed- 
eral Republic of Gercoany) , 2001. 

Inerte fliissige und/oder feste Tragerstoffe geeignet fiir die er- 
find\mgsgem^en Formulierungen sind dem Fachinan in einer Vielzahl 

15 bekannt, wie z.Bsp. fliissige ZuSatzstoffe wie Mineralolfraktionen 
von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin oder Dieselol^ 
femer Kohlenteerole sowie Ole pflanzlichen oder tierisch^n Ur- • 
sprungs,. aliphatische, cyclische und aromatische Kohlenwasser- 
stoffe, z,B, Paraffin, Tetrahydronaphthalin, alkylierte Naphtha- 

20 line oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate,* 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol , 
Ketone wie Cyclohexanon oder stark polare Losungsmittel, z.B. 
Amine wie N-Methylpyrrolidon oder Wasser. 

25 Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kiesel- . 
sauren, Kieselgele, Silikate, Talkum, Kaolin, Kalkstein, Kalk, 
Kreide, Bolus, LoiS, Ton, Dolomit, Diatomeenerde, Calciiam- iind Ma- 
gnesiimsulfat, Magnesiumoxid, gemahlene Kunststoffe, DQngemittel, 
wie Ammonivunsulf at , Ammoniumphosphat , Aramonixnnnitrat, • Hamstoffe 

30 und pflanzliche Prodiakte wie Getreidemehl , Baumrinden-, Holz- oind 
Nufischalenmehl, Cellulosepulver oder andere feste Tragerstoffe. 

Oberflachenaktive Stoffe (Tenside) geeignet ftir die erf indungsge- 
mafien Formulieirungen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekeumt, 

35 wie z-Bsp. Alkali-, Erdalkali-, Ammonitamsalze von aromatischen 

Sulfonsaiiren, z.B. Lignin-, Phenol-, Naphthalin- \md Dibutylnaph- 
thalinsulf onsaure, sowie von Fettsatiren, Alkyl- vnd Alkylarylsul- 
fonaten, Alkyl-, Laurylether- und Fettalkoholsulf aten, sowie 
Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Octadecanolen sowie von Fet- 

40. talkoholglykolether, Kondensationsprodukte von sulfoniertem Naph- 
thalin und seiner Derivate mit Formaldehyde Kondensationsprodukte 
des Naphthalins bzw. der Naphthalinsulf onsSuren mit Phenol und 
Formaldehyd, Polyo2cyethylenoctylphenolether, ethoxyliertes Isooc- 
tyl-, Octyl- Oder Nonylphenol, Alkylphenyl-, Tributylphenylpolyg- 

4-5 lykolether, Alkylarylpolyetheralkohole , Isotridecylalkohol , Fet- 
talkoholethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes Rizinusol, Poly- 
oxye thy lenalkyl ether oder Polyoxypropylenalkylether, Laurylalko- 
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holpolyglykoletheracetat/ Sorbi tester, Lignin-Sulf xtablaugen oder 
Methylcellulose . 




Die Applikation der ^lierbiziden Zusammensetzungen hzw. der selek- 
5 tierten Verbindomgen kaim im Vorauf lauf- oder im Nachauf laufver- 
fahren erfolgen. Sind die selektierten Verbindrmgen ftir gewisse 
Kulturpflanzen weniger vertrSglich, so kdnnen Ausbringungstechni- 
ken angewandt werden, bei welchen die selektierten Verbindungen 
init Hilfe der Spritzgerate so gespritzt werden, daS die Blatter 
10 der empf indlichen Kulturpflanzen nach Moglichkeit nicht getrof fen 
werden, wShrend die selektierten Verbindungen auf die Blatter da- 
runter wachsender unerwiinschter Pflanzen oder die xinbedeckte Bo- 
denf lacbe gelangen (post-directed, lay-rby) . 



5 Die Aufwandmengen an selektierten Verbindimgen betragen je nach 
Bekaircpfungsziel, Jahreszeit, Zielpflanzen \ind Wachstimsstadiuro 
0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 1.0 kg/ha. 



Die Erf indimg wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
20 veranschaulicbt, die nicht als beschrSnkend aufgefaSt werden 
sollten. 



25 



35 



Beispiel 1: Erzeugung einer cDNA-Bibliothek im Pf lanzentrans- 
formationsvektor 

Zur Erzeugung einer cDNA-Bibliothek (im folgenden "binare cDNA- 
Bank" genannt) in einem Vektor, der direkt fiir die Trans foinnat ion 
von Pflanzen verwendet werden kann, wurde mRNA aus verschiedenen 
Pflanzengeweben isoliert und mit dem TimeSaver cDNA Synthese Kit 

(Amershan;^ Pharmacia Biotech, Freiburg) in doppelstrangige cDNA 
umgeschrieben. Die cDNA-Erststrangsynthese wurde mit T12-18 Oligo- 
nucleotiden nach Herstellerangaben durchgef tihrt . Nach Grofienfrak- 
tionieinmg und Ligation von EcoRI-Notl-Adaptem nach Herstelle- 
rangaben und AufftLllen der tiberh&age mit Pfu DNA Polymerase 

(Stratagene) wurde die cDNA-Population norxnalisiert . Hierzu wurde 
die Methode nach Kohci et al, 1995, Plant Journal 8, 771-776 vor- 
gegangen, wobei die cDNA durch PGR mit dem Oligonukleotid Nl \m- 
ter den in Tabelle 1 aufgeftihrten Bedingungen amplifiziert wurde. 



40.Tabelle 1 



Tempera tur [OQ] 


Zeit [sec] 


Zykl enrtuntmer 


94 


300 


1 


94 


8 


10 


52 


60 


72 


180 



45 
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5 



Temperatur ["C] 


Zelt [sec] 


Zyklennummer 


94 


8 


10 


50 


60 


72 


180 


94 


8 


10 


48 


60 


72 


180 


72 


420 


1 



Das erhaltene PCR-Produkt worde an die SSuleiunatrix des PCR-Puri- 
fication Kits (Qiagen, Hilden) gebiinden und mit 300 mM NaP-Puf-- 
• fer, pH 7.0, 0.5 mM EDTA, 0.04% SDS eluiert. Die DNA wurde 5 Mi- 

^5 nuten im kochenden Wasserbad denaturiert und euischlielSend 24 

Stunden bei 6Q^C renaturiert . SOjil der DNA wurden auf eine Hydro- 
xylapathitsaule aufgetragen iind diese 3 Mai mit 1 ml 10 mM NaP- 
Puffer, pH 6.8 gewascben. Die gebundene Einzelstrang-DNA wurde 
mit 130 mM NaP-Puffer, pH 6.8 eluiert, mit Ethanol gefallt vmd in 

20 40{Xl Wasser gel6st. Hiervon wurden 20jxl fxir eine weitere PCR-Am- ' 
plifikation wie oben beschrieben verwendet. Nach einer weiteren 
Anreichemng von ssDNA wurde eine deitte PCR-Amplif ikation wie 
oben beschrieben dxxrcbgef tihrt . 

25 Die Herstellung des Pf lanzentransf oxmationsvektors zur Aufnahme 
der wie oben beschrieben hergestellten cDNA-Population erfolgte 
tiber Restriktionsenzym-Verdau des Vektor pUC18 mit Sbfl und 
.BamHI, Reinicfung des Vektor fragment gefolgt von Aufftillen der 
OberhSnge mit Pfu DNA Polymerase und Religation mit T4 DNA Ligase 

30 (Stratagene) . Das so hergestellte Konstrukt wird Im folgenden als 
pUClSSbfl- bezeichnet. 

Der Vektor pBinAR wurde zxinachst mit NotI gespalten, nach Auffiil- 
len der Enden religiert, mit Sbfl gespalten, nach Aufftillen der 

35 Enden religiert und im AnschluS itiit EcoRI und. Hindlll gespalten. 
Das resultierende Fragment wurde in ein Deri vat des binSren 
Pf lanzentransf ormationsvektors pPZP (Hajdukiewicz, P, Svab, Z, Ma- 
liga. P., (1994) Plant Mol Biol 25:989-994) ligiert, der eine 
Transformation von Pflcinzen mittels Agrobakterium ermQglich und 

40 eine Kanamycinresistenz in transgenen Pflanzen vermittelt, li- 
giert. Das hierbei erzeugte Konstrukt wird im folgenden als 
pSunl2/35S bezeichnet. 

pUClSSbfl- wurde als Template ftir eine Polymerase Kettenreaktion 
45 (PGR) mit den Oligonucleotiden VI und V2 (siehe Tabelle 2) und 
Pfu DNA Polymerase eingesetzt. Das resultierende Fragment wurde 
in den mit Smal gespalten pSunl2/35s ligiert, wodurch pSunblues2 
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erzeugt wurde, Nach Spaltung mit NotI/ Dephosphoarylierung mit 
Shrinrp Alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mazmheim) uzid 
Aufreinigung des Vektorfragmentes wurde p'S\iiiblues2 mit der nortna- 
lisierten \md ebenfalls mit NotI gespaltenen cDNA Population li- 
5 giert. Nach Transformation in E.coli Xl-lblue (Stratagene) wurden 
die so erzeugte Klone in Mikrotiterplatten aJogelegt. Die bin^re 
cDNA-Bank enthait cDNAs in ''Sense"- und in "Antisense^-Orientie- 
rung unter Kontrolle des Blumenkohlmosaikvirus 35s Promoters, die 
dementsprechend nach der Transformation in Taba3cpf lamzen zu "Co- 
10 suppressions"- und ^Antisene^-Ef f ekten fiihren k5nnen. 



Tabelle 2 : Verwendete Oligonukleotide 



Oligonxikleotid 


Ntikleinsauresequenz 


Nl 


5 ' -AG2UVTTCGCGGCeGCT-3 ' 


VI (PWIi93not) 


5 ' -CTCATGCGGCCGCGCGCAACGCAATTAATGTG-3 ' 


V2 (pWL92) 


5 ' -TCATGCGGCCGCGAGATCCAGTTCGATGTAAC-3 ' 


Gl (353) 


5 ' -GTGGATTGATGTGATATCTCC-3 ' 


G2 (OCS) 


5 ' -GTAAGGATCTGAGCTACACAT-3 ' 



Beipiel 2 : Transformation und Aaalyse von Tabakpf lanzen 

AusgewShlte Klone der binSren cDNA-Bank wurden in Agrobacterium 
25 tumefaciens C58C1 :pGV2260 transformiert (Deblaere et al., Nucl. 
Acids. Res. 13(1984), 4777-4788) und unter Streptomycin/ Spec tino- 
mycin-Selektion inkubiert. Zvir Transformation von Tabakpf lanzen 
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN mit dem Klon nt002035041r wurde 
eine in YEB-Mediiam auf OD600 = 0.8-1-6 verdtinnte Ubernachtkultur 

•Q einer positiv transformiert en Agrobakterienkolonie benutzt. 
Blattscheiben steriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm^) wurden in einer 
Petrischale mit der Agrobakterienverdiinmong fur 5-10 Minuten in- 
kubiert. Es folgte eine 2-tagige Inkubation in Dunkelheit bei 25«>C 
auf Murashige-Skoog Medium (Physiol. Plant. 15(1962), 473) mit 2% 
35 Saccharose (2MS-Medium) mit 0,8 % Bacto-Agar. Die Kultivierung 
wurde nach 2 Tagen mit 16 Stunden Licht/8 Stimden Dunkelheit wei- 
tergeftihrt land in wdchentlichem Rhythmus auf MS-Mediina mit 
SOOmg/l Claf oran (Cefotaxime-Natrixam) , 50mg/l Kanamycin, lmg/1 
Benzylaminopiirin (BAP),, 0,2mg/l Naphtylessigsaure und l,6g/l Glu- 
40 kose weitergef-Qhrt . Wachsende Sprossen wurden auf MS-Medium mit 
2% Sacchai^ose, 250 mg/1 Claf oran xind 0,8 % Bacto--Agar uberf\ihrt. 
RegenerAerte Sprossen wurden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und 
Claf oran erhalten. Auf diese Weise wurden transgene Pflanzen der 
Linie E_0000005869 erzeugt. 

* 45 
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Die Integration der cDNA der Klone in das Genom der transgenen 
Linien wurde iiber PGR mit den Oligoniikleotiden Gl \ind G2 (siehe 
Tabelle .2} und genomischer DNA, die aus den entsprechenden trans- 
genen Linien prapariert wurde nachgewiesen. Hierzu wurde vorzugs- 
5 weise TAKARA Taq-DNA Polymerase nach Herstellerangaben (MoBiTec, 
Gottingen) eingestzt. Als Positivkontrolle diente der jeweils zur 
Transformation verwendete cDNA-Klon der binSren cDNA-Bank als 
Template ftir eine PCR-Reaktion. PGR Produkte identischer GrSfie 
oder ggf . gleicher Spaltungsmuster, die nach Spaltiing mit ver- 
10 schiedenen Restriktionsenzymen erhalten wxirden, dienten als Nach- 
weis der Integration der entsprechenden cDNA. Das Insert des 
Klons nt002035p41r wurde auf diese Weise in den transgenen Pflan- 
zen mit den oben genannten Ph&aotypen nachgewiesen. 

15 Nach Transfer der Sprosse in Erde warden die Pflanzen fur 2-20 
Wochen im GewSchshaus auf die Auspr^gung von PhSnotypen beobach- 
tet. Dabei stellte sich heraus, dass transgene Pflanzen der Linie 
E_0000005869, in welchen das Insert von nt002035041r nachgewiesen 
wurde, ahnliche Phanotypen aufwiesen. Diese Pflanzen zeigten nach 

20 2 Wochen starke Wachstumsretardierungen, sowie chlorotische Blat- 
ter .und vereinzelt Nekrosen. 

Bei spiel 3 Sequenzanalyse des Klones 

25 zu Isolierung einer Voile LSnge cDNA-Seqxienz von nt002035041r 

(SEQ ID NO: #2) wurde das Smart-RAGE kit (Clontech) nach Herstel- 
lerangaben eingesetzt. Die SEQ ID NO: #2 von 1513 bp LSnge codiert 
auf einem offenen Leseramen (nt 148-1221) von 960 nt LSnge f"Cir 
ein Protein von 320 Aminosauren . 



Hiermit wurde erstmalig und tiberraschend gezeigt, dass die nat<ir- 
liche Expression von glyoxysomalen MDH codierenden Sequenzen es- 
senziell ftir Pflanzen ist vmd eine verringerte Expression zu 
Schadigungen entsprechend den \inter Beispiel 2 auf geftihrten Pha- 
notypen ftlhrt, Daraus folgt^ dass sich Malat Dehydrogenase / be- 
vorzugt MDH als Target ftir Herbizide eignet. 

Die crrofite Homologie findet sich zu glyoxysomalen MDHs aus Was 
sermelone {P19446, Swissprot) mit 77,5 % Identitat auf Nukleoti 
debene (90,7% Ahnlichkeit bzw. 85,4% Identitat auf Proteinebene) 
Gtirke, Arabidopsis, Soya und Reis. Die N-terminalen 38 Aminos^u 
ren stellen vermutlich eine glyoxysomale Transitsecnienz dar. 



30 



^ Beispiel 4: Expression in E.coli 
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Zur Erzeugung aktiven Nt-MDH Proteins niit pf lanzlicher MDH-Akti- 
vitat wurde die Codierregion von Nt-MDH sowie MDH aus Arabidopsis 
(Genbank: At2g22780) in E. coli Bakterien uberexprimiert . Dazu 
warden Nt-MDH-Fragmente mittels spezieller Oligoniikleotide vmd 
5 Pfu-Ultra Polymerase (Stratagene) per PGR amplif iziert und in den 
Expressionsvektor pCR T7/CT TOPO (Invitrogen) ligiert (Konstirukte 
Ntl und Atl, Tabelle 7) . Auf diese Weise warden codierte Fusion- 
sproteine mit C-teanninalen Hexahi stidin~tag erzeugt. Bei der Klo- 
nierung wurde durch die Verwendung der angegebenen Oligonucleo- 

10 tide eine N-terminal verkiirzte Version der MDH erzeugt, um die 
glyoxysoxnale Transitsequenz, die einer fimktionellen Expression 
entgegenstehen k^nnte auszuscblieiSen. Dabei wurde von der Trans- 
itsequenz der glyoxysomalen MDH aus Wassermelone ausgegangen 
(Gietl. Et al. 1996, BBA 1274, 48-58). Die PCR wurde nach Stan- 

ks dardbedingungen (z.B. nacb Sambrodk, J. et al. (1989) ''Molecular 

F cloning: A Iciboratory mcuiual". Cold Spring Harbor Laboratory 

Press) in 36 Zyklen darchgef fihrt , wobei die Anneal ingtemperaturen 
zwischen 44 und 55oC lagen und ftir die Polymerisationszeit je 
60sec pro lOOObp betrug. Die Template sowie die ftir die jeweili- 

20 gen Template verwendeten Primer sowie Anneal ingtemperaturen sind 
in Tabelle 7 aufgeftihrt. 



Tabelle 7 



25 



Konstrukt 


Annealing- 
Temp. [^C] 


Primer (NxokleinsSxir eseqaenz ) 


Nt-gMDH-El(l) 


53 


5 ' -ATGAGGGCGAAAGGGGG-3 ' 

5 ' -TTTCTTTACAAAGTTGACACCCTTC-3 ' 


At-gMDH-El(2) 


56 


5 ' -ATGCG- 

GGCAAAAGGTGG-3 ' 5 ' -TTTCTTCGCAAAGGTAA- 
CACC-3 ' 



(1) Tentplat: Nicotiana tabacuum cDNA-BAnk 

(2) Templat: Arabidopsis thaliana cDNA-Bank 



Die in der PCR erhaltenen Produkte warden in den Vektor pCR T7/CT 
T(5p ligiert und in E. coli trans formiert. Die Expression wurde in 
E. coli BL21(DE3) St&nmen wie BL21 (DE3)pLysS Oder BL21 (DE3)pLysE 
(Invitrogen), BL21-CodonPlus (DE3) oder BL21-CodonPlus (DE3) RIL 
(Stratagene) nach Induktion mit IPTG durchgef lihrt . Dazu wurde 
nach Stcuidardprotokollen (Invitrogen) vorgegangen. 

Die Express ionsprodukte Nt-gMDH-El xmd At-gMDH-El wurden tiber Ni- 
Agarose af f init^tscbromatographisch auf gereinigt . Hierzu wurde 
nach Herstellerangaben (Qiagen) vorgegangen. 

Beispiel 5: in vitro Testsysteme 
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Die Enzymaktivitat der gMDH kann nach Huang et al. (1974, Plant 
Physiol 54, 364-368) aus Praparationen pf lanzlicher Microbodies 
gemessen werden. Es bietet sich jedoch an, die wie oben beschrei- 
ben in E.coli expririiierten und aufgreinigten Proteine einzuset- 
5 zen, xim Hintergrxindaktivitaten cytosolischer iind Mitocliondrialer 
MDHs zu minimi er en. 

Die Messung der enzymatischen AktivitSt der gMDH aus Beispiel 3 
wurde tiber die Umsetztmg von NAD+ zu NADH erfolgte photometrisch 
10 bei .340nin nach Gietl et al . (1996, BBA 1274, 48-58). Dieser Assay 
kann im Mikrotiterplatten MaSstab durchgeftlhrt werden. 




40. 



45 
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Patentansprticdae 

1. Verwendung von Malat Dehydrogenase in einem Verfahren zur 
5 Identif izierung von Herbiziden. 

2. Verwendung gem^ Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet / dass die 
Halat Dehydrogenase dnrch eine Nxikleinsauresequenz kodiert 
wird, welche: 

10 

a) eine Niikleins^iireseguenz mit der in SEQ ID NOcl darge- 
stellten NukleinsSuresequenz; oder 

a) eine Nukleinsaxiresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- 
stellten Nukleinsaxiresequenz; oder 

b) eine Nukleinsaureseqxienz, die sich aufgarund des degene- . 
rierten genetischen Codes durch Rtickiibersetzung aus der 
in SEQ ID NO: 3 dargestellten Aininosauresequenz ableiten 

20 last; Oder 

c) eine Nukleinsauresequenz, die sich auf grand des degene- 
rierten genetischen Codes durch Riicktibersetzung der Ami- 
nos auresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID 

25 NO: 3, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 

stens 63% aufweist, ableiten laist; 

umfasst . 

3. Verwendung gemSS Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei der Malat Dehydrogenase um eine glyoxysoma- 
len Malat Dehydrogenase handelt, welche durch eine Nuklein- 
sSioresequenz kodiert wird lomfassend: 

35 a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 darge- 

stellten Nukleins^uresequenz ; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- 
stellten Nukleins&iiresequenz; oder 

40 . 

c) eine Nukleinsaxiresequenz, die sich aufgrund des degene- 
- rierten genetischen Codes durch RiickQbersetzving aus der 

in SEQ ID NO: 3 dargestellten AminosS.uresequenz ableiten 
laiSt; Oder 
45 838/2002 ERu 20.12,2002 
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d) eine' Nukleinsauresequenz, die sich. aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch RiickiilDersetzung der Ami- 
no sSiiresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 
NO: 3, das eine Identitiat mi t der SEQ ID NO: 3 von minde- 
5 stens 66% aufweist, ableiten l^t. 



4. Pflanzliche Nxikleins^\iresec[uenzen kodierend ftir eine glyoxy- 
somalen Malat Dehydrogenase umfassend: 

10 a) eine Nukleinsaxireseqaenz mit der in SEQ ID N0:1 darge- 

stellten NukleinsSuresequenz; oder 

a) . eine Nukleinsanresequenz mit der in SEQ ID NO: 2 darge- 

stellten Nxakleinsauresequenz; oder 

15 

b) eine Nukleinsaiiresequenz, die sich aufgrvind des degene- 
rierten genetischen Codes durch RQcktibersetzung aus der. 
in SEQ ID NO : 3 dargestellten AminosSLuresequenz ableiten *** 
laSt ; oder 

20 

c) f-unktionelle &quivalente der NukleinsMuresequenz SEQ ID 
NO: 2 mit einer Identitat von mindestens 79% zu der SEQ ID 
NO : 2 ; oder 



25 d) eine Nukleinsauresec[uenz, die sich aufgr\md des degene- 

rierten genetischen Codes durch Rilcktibersetzung der Ami- 
nos&uresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 
NO:.3/ das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 vori minde- 
stens 87% aufweist, ableiten lalSt. 

30 

5- Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer glyo3Qrsomalen 
Malat Dehydrogenase als Target ftir Herbizide kodiert von ei- 
nem Niikleinscl\aremolek(il nach Anspruch 4. 



35 6. Verfahren zur Detektion funktioneller Analoga der SEQ ID NO: 2 

a) durch Herstellung einer Sonde gefolgt von anschlieSenden 
Durchsuchen einer genomischen oder cDNA Bank der entspre- 
chenden Spezies; oder 

AO. . 

b) * einer Computer-Recherche nach analogen Sequenzen in elek- 
* tronischen Datenbanken. . 



7 . Expressionskassette umf assend 

4t5 
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a) genetische Kontrollsequenzen in funkt lonelier Verkntipfung 
mit einer NukleinsSuresequenz gemaS Anspruch 4; oder 

b) zusatzlicdae Fiinktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) und b) • 

Vektor umf assend eine Expressionskassette nach Anspruch 7 . 

Transgener Organismus imfassend mindestens eine Niikleinsaure- 
sequenz kodierend fiir ein Polypeptid mit der biologischen Ak- 
tivitat einer glyo3<ysomalen Malat Dehydrogenase gem^fi An- 
spruch 4, eine Expressionskassette- gemaiS Anspruch 7 oder ei- 
nen Vektor gemafi Anspruch 8 ausgewahlt aus Bakterien, Hefen, 
Pilzen, tierischen oder pflanzlichen Zellen. 

Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 
Wirkung lunfassend die folgenden Schritte: 

i . Inkontaktbringen von Malat Dehydrogenase mit einer oder 
mehreren Testverbindungen unter Bedingimgen, die die Bin- 
dung der Testverbindung(en) an das Nukleinsauremolekiil 
Oder an die glyoxysomalen Malat Dehydrogenase erlauben; 
und 

ii- Nachweis, ob die Testverbindung an die Malat Dehydrogena- 
se aus i) bindet; oder 

ill . Nachweis, ob die Testverbindung die enyzmatische oder 

biologische Aktivitat der Malat Dehydrogenase aus i) re- 
duziert oder blockiert; oder 

iv, Nachweis, ob die Testverbind\ang die Transkription, Trans- 
lation Oder Expression der Malat Dehydrogenase aus i) 
reduziert oder blockiert. 

Verfahren nach Anspruch 10 dadxorch gekennzeichnet , dass die 
Malat Dehydrogenase durch eine Nukleins^uresequenz kodiert 
wird, welche 

a) eine NukleinsSxiresequenz gemafi Anspruch 4; oder 

b) eine NukleinsSuresequenz , die sich aufgrxxnd des degene- 
rierten genetischen Codes durch litlckabersetzung der Ami- 
nos^uresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 



BASF Aktienges^^chaft 20020838 FF ^Hbo DE 



4 

NO: 3, das eine IdentitiSt mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 
stens 63% aufweist, ableiten ISfit; 

•umfasst, 

5 

12. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch. gekennzeichnet ^ dass die 
Malat Dehydrogenase eine glyoxysomale Malat Dehydrogenase ist 
und diirch eine Niikleinsairresequenz kodiert wird, welche 

a) eine Nukleinsauresequenz gemaJS Anspruch 4; oder 

b) eine Nukleinsanreseguenz^ die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Racktihersetzung der Ami- 
nosaureseqxienz eines funktionellen Aguivalents der SEQ ID 
NO: 3, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 von minde- 
stens 66% aufweist, ableiten ISiSt; 

xamfasst. 

Verfahren nach Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch gekennzeich- * 
net, dass eine Testverbindung selektiert wird, welche die en- 
zymatische oder biologische Aktivitat der glyoxysomalen Malat 
Dehydrogenase reduziert oder blockiert, wobei die Aktivitat ■ 
der mit der Testverbindung inkxibierten glyoxysomalen Malat 
Dehydrogenase mit der Aktivitat einer nicht mit einer Test- 
verbindung inkubierten glyoxysomalen Malat Dehydrogenase 
verglichen wird. 

Verfahren nach Anspruch 10, 11, 12 odea^ 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

i. Malat Dehydrogenase entweder in einem transgenen Organis- 
mus exprimiert wird oder ein Organismus, der naturgemalS 
Malat Dehydrogenase enthait, kultiviert wird; 

ii. die Malat Dehydrogenase aus Schritt i) im Zellauf schluss 
des transgenen bzw. nicht transgenen Organismus, in par- 
tiell gereinigter Form oder in z\ir Homogenitat gereinig- 
ten Form mit einer Testverbindung in Kontakt gebracht 
wird; und 

«« 

iii\ eine Testverbindung selektiert wird^ welche die enzymati- 
sche Aktivitat der Malat Dehydrogenase aus Schritt a) re- 
duziert Oder blockiert, wobei die enzymatische Aktivitat 
der mit der Testverbindung inkubierten Malat Dehydrogena- 



BASF Aktiengeseiq^Biaft 20020838 PF 542^BdE 



5 

se mit der Aktivitat einer nicht mit einer Testverbindung 
irLkubierten Mai at Dehydrogenase verglichen wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 10, 11, 12., 13 oder 14 dadurch ge- 
5 kennzeichnet, dass es die folgende Schritte umfasst: 

i. Herstellung eines transgenen Orgcinismus nach Anspruch 7 

Oder eines transgenen Organismus enthaltend eine N\iklein- 
sauresequenz kodierend' fiir eine Malat Dehydrogenase \am- 
10 fassend eine Nukleinsaiiresequenz , die sich aufgrxmd des 

degenerierten genetischen Codes durch Rtlcktibersetziing der 
Aminosauresequenz eines funktionellen Aqaiivalents der SEQ 
ID NO: 3', das eine Identitiat itiit -der SEQ ID NO: 3 von min- 
destens 66% ableiten ISfit; 



ii. Aufbringen einer Testsiibstanz auf den transgenen Organis- 
mus nach i) xind auf einen nicht- transgenen Organismus des 
gleichen Genotyps; und 



20 iii . Bestimmen des Wachstums oder der Oberlebensfahigkeit des 

transgenen iind des nicht transgenen Organismus nach der 
Aufbringvmg der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein vennindertes Wachs- 
25 turn Oder eine eingeschrSnkte Oberlebensfahigkeit des • 

nicht-transgenen Organismus bewirken verglichen mit dem 
Wachstum des transgenen Organismus. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es 
in einem pflanzlichen Organismus , einem Cyanobsikterivim oder 
einem Proteobakterium durchgeftihrt wird. 

17. Verfahren zur Identif izieroong von Substamzen mit wachstumsre- 
gulatorischer Wirkung, dadurch gekennzeichnet, dass es die 

35 folgende Schritte -umfasst: 

i- Herstell\mg einer transgenen Pflanze enthaltend eine Nu- 
kleins^uresequenz kodierend ftir ein Polypeptid mit der 
biologischen Aktivitat einer glyo3cysomalen Malat Dehydro- 
40 . genase umfassend 

• a) eine NxxkleinsSuresequenz gemaS Anspruch 4; oder 

_ b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgr\ind des dege- 

45 nerierten genetischen Codes durch RuckQbersetzung der 

Aminosauresequenz eines fxuaktionellen Equivalents der 
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SEQ ID NO: 3, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 3 
von mindestens 66% aufweist, ableiten laSt; 



10 



15 

18. 



20 19. 



25 

20. 

0 

21. 
22. 

35 

23. 

40 . 



ii. Aufbringen einer Testsubstanz aoif die transgene Pflanze 

nach i) und auf eine nicht- transgene Pflanze der gleichen 



iii. Bestimmen des Wachstums oder der tlberlebensfoLhigkeit der 
transgenen und der nicht transgenen Pflanze nach dem Auf- 
bringen der Testsubstanz; und 

iv. Selektion von Testsxibsteuizen, die ein verSndertes Wachs- 
t\m der nicht- transgenen Pflanze bewirken verglichen piit 
dem Wachstum der transgenen Pflanze. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Identif iziertang der Substanzen in einem - 
High-Throughput-Screening durchgeftihrt wird. 

Trager, der eines oder mehrere der NukleinscLuremolektile nach * 
Anspruch 2, oder eine oder mehrere Escpressionskassetten nach 
Anspruch 5, einen oder mehrere Vektoren nach Anspiruch 6, ei- 
nen oder mehrere Organismen nach Anspruch 7 oder eines oder 
mehrere (Poly) peptide nach Anspruch 3 aufweist. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Identif izier-ung der Substanzen in einem 
High-Throughput-Screening dxirchgefiihrt wird unter Verwendung 
eines Tragers geio^fi Anspruch 19 . 

Verbindmgen mit herbizider Wirkung identif iziert fiber eines 
der Verfahren nach einem der Ansprtiche 10 bis 16, 18 und 20. 

Verbindungen mit wachstumsregulatorischer Wirkung identifi- 
ziert -Qber das Verfahren nach Anspruch 17, 18 oder 20. 

Verfcihren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammenset- 
zung, dadurch gekennzeichnet dass man 

a) eine Verbindung mit herbizider Wirkung tUber eines der 
^Verfahren nach den AnsprtLchen 10 bis 16, 18 und 20 oder 
* eine Verbindung mit wachstumsregulatorischer Wirkung nach 
Anspimch 17, 18 oder 20 identif iziert; und 
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b) diese Verbindung zusainmen mit geeigneten' Hilf siciitteln zu 
Pflanzenschutzmltteln mit herbizider oder wachstumsregu- 
latorischer Wirkung formuliert, 

Verfahren zur Bekampfiing von "unerwunschtem Pf lanzenwuchs imd/ 
Oder zur Regulation des Wachstims von Pflanzen, dadurcb ge- 
kennzeichnet/ daJS man mindestens einen Inhibitor der Malat- • 
Dehydrogenase gemaiS Aaspruch 21 oder 22 oder eine agrochemi- 
sche Zusammensetzung enthaltend einen Inhibitor der Malat-De- 
hydrogenase gemaS Anspruch 21 oder 22 auf Pflanzen, deren Le- 
bensratm und/oder auf Samen einwirken laSt. 

Verwendung eines Inhibitor der Malat-Dehydrogenase gemSiS An- 
spruch 21 Oder 22 oder einer agrpchemische Zusammensetzung 
enthaltend einen Inhibitor der Malat-Dehydrogenase gemSS An- 
spruch 21 Oder 22 in einem Verfahren nach Anspruch 24. 
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Zus axnmenfas sung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Malat Dehy- 
drogenase, welches bei Nichtanwesenheit Wachstviinsreteurdierungen 
sowie chlorotische Blatter bedingt und durch die Nukleinsanrese- 
• C[uenz SEQ ID NO: 2 oder ein funktionelles Equivalent dieser Nu- 
10 kleins^uresequenz kodiert wird/ als Target fiir Herbizide. In die- 
sem Rahmen werden neue Nxikleinsaxiresequenzen lomfassend die SEQ ID 
NO: 2 sowie funktionelle Aquivalente der SEQ ID NO: 2 bereitge- 
stellt. Des weiteren betrifft ,die vorliegende Erfindung die Ver- 

• wendung der vorstehend genannten Malat Dehydrogenase sowie deren 
15 funktioneller Aquivalente in einem Verfahren zur Identif izieriing 
von Verbindungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer 
Wirkung sowie die Verwendung dieser tiber das Verfahren identifi- 
zierten Verbindungen als Herbizide oder Wachstxmsregulatoren, 



25 
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SEQUENZPROTOKOLIi 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> glyoxysomale Mala t dehydrogenase 

<130> MDH 

<140> 
<141> 

<160> 3 

<170> Patentin Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 673 
12 > DNA 
3> Nicotiana tabacum 



<400> 1 

gcggccgcta aacctccttg ttcttttacg ccagaggaag ctgaatattt aacatctcgt 60 
atacaaaatg ggggaactga agttgttgag gcaaaagctg gtgctggttc ggcaactctc 120 
tctatggcat atgctgcggt taaatttgcc gacgcatgtt tgcatggatt gagaggagat 180 
gctggcattg tagaatgtgc ctttgtgtct tctcaggtga ctgaacttcc atttttcgca 240 
tcaaaagtat ggcttggccg caacggagtt gaagaaatat acccccttgg tcccctaaat 300 
gaatacgaga ggtctgggct tgagaaggca aggaaagagt tggcaacaag tgttcagaag 360 
ggtgtcaact ttgtaaagaa atgagcagac agctacatga cttccaaaag atgcttttat 420 
gtgggctata tatctcaaat ccgcagttcc agaaaataag agtagtttct ttcttgtatt 480 
aaagggcaaa tcctgttcta attttctata gattgatgcc ttggtgcaga aaataaatgt 540 
actatttggt catctaaaat aacaacagtc cccagtgcat gttggacttg caaagbatta 600 
catcctttga agcaagggct tgttatggac tttttgacag tatggatatt taaagggctt 660 
ggagagcggc cgc 673 



0> 2 

> 1505 
2> DNA 
<213> Nicotiana tabacnaia 



<220> 
<221> CDS 

<222> (148) . . (1221) 
<400> 2 

ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagtacgcg ggggggaaac 60 

aaaattcaat tacttacctt gatttctact acctctcttt ctcatcataa ttcaaacaca 120 

caaattctca ^cccaagtc ttagaat atg cag aac ggt gca gag acc tat cga 174 

Met Gin Asn Gly Ala Glu Thr Tyr Arg 
1 5 

"c^a atg gcc acc ate tea get cac ctt aac ccc tct cct tct tct cat 222 
Arg Met Ala Thr lie Ser Ala His Leu Asn Fro Ser Pro Ser Ser His 
10 15 20 25 



BASF Aktiengesells^BEt 20020838 PF 5420o( 





cag atg gag gga ggt gtg ggt ttg age cga get aat tgc agg gcg aaa 270 
Gin Met Glu Gly Gly Val Gly Leu Ser Arg Ala Asn Cys Arg Ala Lys 

30 35 40 

ggg ggt tct cca gga ttc aaa gtc gcg ate ttg ggt get gea gga ggt 318 
Gly Gly Ser Pro Gly Phe Lys Val Ala He Leu Gly Ala Ala Gly Gly 
45 50 55 

att ggt cag cca ett get atg ett atg aaa acg aat cca etg gtt tea 366 
He Gly Gin Pro Leu Ala Met Leu Met Lys Thr Asn Pro Leu Val Ser 
60 65 70 

gtt etg cat ett tat gat gtt gee aat act cet ggt gta act get gac 414 
Val Leu His Leu Tyr Asp Val Ala Asn Thr Pro Gly Val Thr Ala Asp 
75 80 85 

tt age cac atg gac act ggt gee gtg gta cgt ggt ttt eta ggg cct 462 
le Ser His Met Asp Thr Gly Ala Val V^l Arg Gly Phe Leu Gly Pro 
90 95 100 105 

eaa caa ttg gaa gat get etc act ggc atg gac ett gta ata ate cct 510 
Gin Gin Leu Glu Asp Ala Leu Thr Gly Met Asp Leu Val He He Pro 
110 115 120 

get ggt gtt cct aga aaa cca ggc atg aca aga gat gat ett ttc aac 558 
Ala Gly Val Pro Arg Lys Pro Gly Met Thr Arg Asp Asp Leu Phe Asn 
125 130 135 

ate aat gea gga att gtg agg act tta tgt gaa gga att gee aag tgc 606 
He Asn Ala Gly He Val Arg Thr Leu Cys Glu Gly He Ala Lys Cys 
140 145 150 

tgt cct aag gee att gtt aac ata att agt aat cct gtt aac tct aca 654 
^s Pro Lys Ala He Val Asn He He Ser Asn Pro Val Asn Ser Thr 
155 160 165 

gta cca att get gea gag gtt ttc aag aag get ggc ace ttt gat ceg 702 
Val Pro He Ala Ala Glu Val Phe Lys Lys Ala Gly Thr Phe Asp Pro 
170 175 180 185 

agg aga etg ttg ggc gtg aca atg ett gat att gtc aga gee aat aca 750 
Arg Arg Leu Leu Gly Val Thr Met Leu Asp He Val Arg Ala Asn Thr 
190 195 200 

ttt gtg get gaa gtt ttg ggg ett gat cet agg gaa gtg gat gtt cca 798 
Phe Val Ala Glu Val Leu Gly Leu Asp Pro Arg Glu Val Asp Val Pro 
205 210 215 . 

gtt gtg gggjggt eat get ggc gtt aca att eta cct ett ett tec cag 846 
Val Val Gly Gly His Ala Gly Val Thr He Leu Pro Leu Leu Ser Gin 
220 225 230 

gtt aaa cct cct tgt tct ttt acg cc.a gag gaa act gaa tat tta aca 894 
Val Lys Pro Pro Cys Ser. Phe Thr Pro Glu Glu Thr Glu Tyr Leu Thr 
235 240 245 
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tct cgt ata caa aat ggg gga act gaa gtt gtt gag gca aaa get ggt 942 
Ser Arg He Gin Asn Gly Gly Thr Glu Val Val Glu Ala Lys Ala Gly 
250 255 260 265 

get ggt teg gea act etc tct atg gea tat get gcg gtt aaa ttt gee 990 
Ala Gly Ser Ala Thr Leu Ser Met Ala Tyr Ala Ala Val Lys Phe Ala 
270 275 280 

gac gca tgt ttg cat gga ttg aga gga gat get ggc att gta gaa tgt 1038 
Asp Ala Cys Leu His Gly Leu Arg Gly Asp Ala Gly He Val Glu Cys 
285 290 295 

gee ttt gtg tct tct cag gtg act gaa ctt cca ttt ttc gca tea aaa 1086 
Ala Phe Val Ser Ser Gin Val Thr Glu Leu Pro Phe Phe Ala Ser Lys 
300 305 310 



egg ctt ggc cgc aac gga gtt gaa gaa ata tae ecc ctt ggt cec 1134 
Arg Leu Gly Arg Asn Gly Val Glu Glu He Tyr Pro Leu Gly Pro 
315 320 325 



eta aat gaa tae gag agg tct ggg ett gag aag gca aag aaa gag etg 1182 
Leu Asn Glu Tyr Glu Arg Ser Gly Leu Glu Lys Ala Lys Lyis Glu Leu 
330 335 340 345 

gea aca agt gtt cag aag ggt gtc aac ttt gta aag aaa tgageagaea 1231 
Ala Thr Ser Val Gin Lys Gly Val Asn Phe Val Lys Lys 
350 355 

gctacatgae ttccaaaaga tgcttttatg tgggetatat atetcaaatc cgeagttcca 1291 

gaaaataaga gtagtttctt tcttgtatta aagggeaaat ectgttctaa ttttetatag 1351 

attgatgeet tggtgcagaa aataaatgta ctatttggtc atetaaaata acaacagtcc 1411 

tgcatg ttggacttgc aaagtattac atcctttgaa gcaagggctt gttatggact 1471 

tgacagt atggatattt aaagggcttg gaga 1505 



•f 
t! 



<210> 3 
<211> 358 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 
<400> 3 

Met Gin Asn Gly Ala Glu Thr Tyr Arg Arg Met Ala Thr lie Ser Ala 
1.5 10 15 

His Leu Asn Pro Ser Pro Ser Ser His Gin Met Glu Gly Gly Val Gly 
* 20 25 30 

Leu Ser Arg Ala Asn Cys Arg Ala Lys Gly Gly Ser Pro Gly Phe Lys 
- 35 40 '45 

Val Ala He Leu Gly Ala Ala Gly Gly He Gly Gin Pro Leu Ala Met 
50 55 • 60 
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Leu Met Lys Thr Asn Pro Leu Val Ser Val Leu His Leu Tyr Asp Val 
65 70 75 80 

Ala Asn a*hr Pro Gly Val Thr Ala Asp He Ser His Met Asp Thr Gly 

85 ^ 90 ■ 95 

Ala Val Val Arg Gly Phe Leu Gly Pro Gin Gin Leu Glu Asp Ala Leu 
100 105 110 

Thr Gly Met Asp Leu Val He He Pro Ala Gly Val Pro Arg Lys Pro 
115 120 125 

Gly Met Thr Arg Asp Asp Leu Phe Asn He Asn Ala Gly He Val Arg 
130 135 140 



Thr Leu Cys Glu Gly He Ala Lys Cys Cys Pro Lys Ala He Val Asn 
145 150 155 160 



le He Ser Asn Pro Val Asn Ser Thr Val Pro He Ala Ala Glu Val 
165 170 * 175 

Phe Lys Lys Ala Gly Thr Phe Asp Pro Arg Arg Leu Leu Gly Val Thr 
180 185 190 

Met Leu Asp He Val Arg Ala Asn Thr Phe Val Ala Glu Val Leu Gly 
.195 200 205 

Leu Asp Pro Arg Glu Val Asp Val Pro Val Val Gly Gly His Ala Gly 
210 215 220 

Val Thr He Leu Pro Leu Leu Ser Gin Val Lys Pro Pro Cys Ser Phe 
225 230 235 240 

Thr Pro Glu Glu Thr Glu Tyr Leu Thr Ser Arg He Gin Asn Gly Gly 
245 250 255 



Glu Val Val Glu Ala Lys Ala Gly Ala Gly Ser Ala Thr Leu Ser 
260 265 270 



Met Ala Tyr Ala Ala Val Lys Phe Ala Asp Ala Cys Leu His Gly Leu 
275 280 285 

Arg Gly Asp Ala Gly He Val Glu Cys Ala Phe Val Ser Ser Gin Val 
290 295 300 

Thr Glu Leu Pro Phe Phe Ala Ser Lys Val Arg Leu Gly Arg Asn Gly 
305 310 315 320 

Val Glu Glu He Tyr Pro Leu Gly Pro Leu Asn Glu Tyr Glu Arg Ser 
: 325 330 335 

Gly Leu Glu Lys Ala Lys Lys Glu Leu Ala Thr Ser Val Gin Lys Gly 
. 340 345 350 

Val Asn Phe Val Lys Lys 
355 
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